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1 Einleitung

Infektionen mit Cytomegaloviren (CMV) spielen in der Medizin eine wichtige Rolle. Durch die
hohe Durchseuchung in der Bevolkerung, die lebenslange Persistenz des Erregers, seinen breiten
Zelltropismus in vivo und seine Virulenzeigenschaften reiht sich dieses Virus unter den
relevanten humanpathogenen Erregern ein.

Epidemiologischen Studien in der modernen Onkologie zeigen, dass sich die Zahl von
Tumorerkrankungen in der Population stetig erhoht. Der rasante Fortschritt in der
Transplantationsmedizin hat dazu gefiihrt, dass jéhrlich eine grofle Zahl von Transplantationen
durchgefiihrt wird (Bortin et al., 1992; Buchholz and Ganser, 2009). Bei Patienten mit bosartigen
hédmatologischen Neoplasien, Organ- und Stammzelltransplantationen, primiren und sekundiren
Immundefizienzen und HIV-Infektionen ist es notwendig, dass Arzte und Wissenschaftler
gleichermalen iiber etwaige CMV-Reaktivierungen nachdenken, da eben jene CMV-Infektionen
und Reaktivierungen und die daraus resultierenden Komplikationen iiber die klinische Situation
der Patienten entscheiden konnen. Trotz vieler Studien bleibt das Problem in vieler Hinsicht
unverstanden und eine effektive CMV-Impfung ist nicht in Sicht, was weitere Untersuchungen in

der Klinik und in der Grundlagenforschung unbedingt erforderlich macht.

1.1 Blutstammzelltransplantation

Blutstammzelltransplantationen (HSZT, engl. HSCT, PBSCT) werden seit 1980 durchgefiihrt
(Soiffer, 2004). Anfinglich (sowie teilweise auch heutzutage) wurde mit der kompletten
Knochenmarktransplantation =~ (KMT)  begonnen. Die Suche  nach effektiven
Behandlungsmethoden fiir bosartige hdmatologische Erkrankungen und erste positive Resultate
nach Transplantationen haben die Forschung in diesem Bereich intensiviert und eine Uberleitung
in die praktische Medizin ermoglicht. In Verbindung mit Chemotherapien, die urspriinglich als
Hauptbehandlungsmethode Anwendung fanden und das Uberleben der Patienten mit
Malignomerkrankungen ermdglicht haben, ist die hdmatopoetische Stammzelltransplantation
heutzutage eine effiziente Methode geworden, die in einigen Féllen die komplette Genesung

sichert.

1.1.1 Das grundsiitzliche Prinzip von Blutstammzelltransplantation

Bei Leukdmien existieren bosartig verdnderte Zellen im Knochenmark und im peripheren Blut,

die unreguliert und unkontrolliert wachsen. Um diese Zellen zu zerstoren, werden hochdosierte

10



Chemotherapeutika, sowie Zytostatika verabreicht (Prentice, 1983), die das Zellwachstum
verhindern und proliferationsaktive Zellen abtoten. Ein Problem ist hierbei, dass gleichzeitig auch
gesunde Knochenmarkzellen, einschlieBlich der Knochenmarkstammzellen, zerstort werden.
Leider ist noch keine Methode (oder Medikament) verfiigbar, die selektiv Tumorzellen abtéten
kann. Die chemotherapeutische Ablation der Knochenmarkszellen wird Konditionierung genannt.
AnschlieSend hat der Patient keine funktionellen Knochenmarkszellen mehr.

Um die Blutbildung wiederherzustellen, wird dem Patienten anschlieend ein Transplantat eines
gesunden Spenders verabreicht (Copelan, 2006), welches Blutstammzellen enthdlt. Dies sind
CD34" Blutstammzellen, die sich anschlieBend in alle Zellen der himatopoetischen Linie
differenzieren konnen und so die gesamte Blutbildung des Patienten rekonstituieren konnen. Die
Transplantationssituation stellt aus immunologischer Sicht eine interessante Konstellation dar:
Durch die Ablation des blutbildenden Systems wird das immunologische Gedéchtnis des
erlernten Immunsystems entfernt. AnschlieBend wird das immunologische Gedichtnis des
Donors auf den Empféanger iibertragen, sofern Gedéchtnis B — und T — Zellen im Transplantat
enthalten sind. Da viele Pathogene nicht nur in Blut- oder Blutvorlduferzellen persistieren,
werden die Pathogene durch die Konditionierung nicht eliminiert. Wenn der Spender also kein
immunologisches Gedéchtnis bereitstellen kann (wenn er selbst nicht mit dem Pathogen infiziert

ist), kommt es zu einer Situation, die einer ,,erneuten Primirinfektion™ gleicht.

1.1.2  Quellen fiir (Blut)Stammzellen

Blutstammzellen sind Zellen, aus denen sowohl Blut-Vorlduferzellen, als auch reife resp.
funktionelle Blutzellen entstehen. Reife Blutzellen haben eine begrenzte Lebensdauer,
wohingegen die Blutstammzellen sich unbegrenzt vermehren konnen und somit die
kontinuierliche Nachbildung der neunen Blutzellen sichern. Immunphénotypisch ist der CD34"-
Marker auf den Zellen zu finden, was bei der Anreicherung dieser Zellen verwendet wird
(Copelan, 20006).

Blutstammzellen konnen aus verschiedenen Quellen gewonnen werden. Vor allem werden sie
heute aus dem peripheren Blut von gesunder Donoren entnommen (Copelan, 2006). Durch eine
Methode, die sog. Cytapherese, werden aus dem peripheren Blut des Spenders
Blutvorlduferzellen gewonnen. Das periphere Blut enthélt allerdings nur sehr wenige
Vorléduferzellen. Um die Zahl dieser Zellen zu vermehren, bekommen die Spender Medikamente
verabreicht, die die Leukozytenfraktion des Knochenmarks mobilisieren und so die Zellzahl im
peripheren Blut erhéhen, wie G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) (Copelan, 2006)

oder GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor).
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Eine weitere Stammzellquelle ist das Nabelschnurblut (Copelan, 2006; Brunstein et al., 2007).
Die Vorlauferzellen befinden sich im Nabelschnurblut von Neugeborenen. Sie sind technisch
leicht auszusortieren und konnen leicht konserviert werden.

Das Knochenmark ist die dritte Quelle, aus der man Blutvorlduferzellen gewinnen kann (Prentice,
1983; Copelan, 2006). Zurzeit werden in der Erwachsenenhdmatologie hauptséachlich

Stammzellen aus dem peripheren Blut verwendet.

1.1.3 Spender-Empfinger Komplikationen

Um eine Transplantation erfolgreich und mit moglichst wenigen Komplikationen durchfiihren zu
konnen, miissen Empfanger und Spender immungenetisch so gut wie mdglich zu einander passen
(Copelan, 2006). Abgesehen von monozygoten Zwillingen sind keine zwei Individuen
immunologisch identisch. Dieses Phdnomen basiert letztendlich auf Genen, die fiir bestimmte,
ganz individuelle und einzigartige Antigenkombinationen verantwortlich sind und fiir die so
genannte MHC-Antigene (major histocompatibility complex) kodieren (Copelan, 2006). Die
Produkte dieser Gene sind besondere Proteine, die den HLA-Komplex bilden (human leukocyte
antigen complex), der von allen kernhaltigen Zellen exprimiert und présentiert wird. Die HLA-
Gene werden normal vererbt und sind deshalb bei Verwandten &hnlich resp. gleich, unterscheiden
sich aber bei Nichtverwandten sehr deutlich. Wenn das Transplantat immunologisch gut passt,
verlauft die Posttransplantationsphase bzw. die Rekonstitution deutlich besser, ansonsten ist
hiufig eine AbstoBungsreaktion bzw. GvHD (Graft versus Host Disease) zu beobachten
(Petersdorf et al., 1997).

1.1.4 Posttransplantationskomplikationen

Trotz einer hohen immunologischen Transplantatdhnlichkeit wird nach einer Transplantation
relativ hiufig eine mehr oder weniger ausgeprigte AbstoBungsreaktion beobachtet. Weil diese
Reaktion eine immunologische Reaktion ist, werden entsprechende Medikamente, wie z.B.
Zytostatika, Glykokortikoide verabreicht, um die Immunreaktion des Wirtes gegen das
Transplantat bzw. GvHD abzuschwéchen (Prentice, 1983; Copelan, 2006). Diese Medikamente
hemmen Funktionen der immunkompetenten Zellen und dadurch letztendlich die AbstoBung. Sie
reduzieren aber auch die Fahigkeit des Empfangers sich erfolgreich mit Pathogenen auseinander

Zu setzen.
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1.1.4.1 Graft-vs-Host-Disease (GVHD)

Nach Transplantationen werden so genannte ,, Transplantat gegen Wirt*“-Erkrankungen beobachtet
(Teshima and Ferrara, 2004). Da ein Transplantat relativ viele T-Lymphozyten enthalten kann,
konnen diese Lymphozyten nach der Transplantation Zellen und Gewebe des Empfangers als
fremd erkennen und attackieren. Meistens werden Knochenmarkzellen, Hautzellen, Zellen des
Darmtrakts, Hepatozyten oder Zellen der Lungen beschéddigt. Die Bedingungen, die fiir diese
Komplikationen priadisponieren, sind (Teshima and Ferrara, 2004):

a) Der Empfinger ist vollstindig immunsupprimiert.

b) Es bestehen starke Unterschiede zwischen den HLA-Komplexen von Spender und

Empféanger.

¢) Das Transplantat enthdlt immunkompetente Zellen.

Um diese Komplikation zu verhindern, werden die T-Zellen in vielen Féllen vor der

Transplantation im Transplantat depletiert.

1.1.4.2 Komplikationen durch Infektionskrankheiten

Diese Komplikationen haben ebenfalls eine groBe Bedeutung nach einer Transplantation
(Goerner et al., 1999; Abraham et al., 1998; Ben Salah et al., 2005; Maeda et al., 2001). Bei der
notwendigerweise verabreichten, starken Immunsuppression kdnnen opportunistische Erreger
und insbesondere persistierende Viren nicht mehr durch das Immunsystem kontrolliert werden
und es kommt zu Reaktivierungen. Da die bisher verfiigbaren Virostatika nicht gegen alle Viren
effektiv sind und teilweise starke Nebenwirkungen haben (wie z.B. myelosuppressiver Effekt,
Einfluss auf Nierenfunktionen), kommt es zu einer betrdchtlichen Letalitit bei diesen
Komplikationen.

Es wurde gezeigt, dass zwei Virengruppen bei Patienten nach Stammzelltransplantationen
besonders wichtig sind. Die erste Gruppe sind die Viren, die zur Familie der Herpesviren gehdren
und durch ihre hohe Durchseuchung in der Bevolkerung in sehr vielen Patienten latent vorhanden
sind. Auler HCMYV sind hier das Epstein-Barr Virus (EBV), Herpes simplex Virus, Varizella-
Zoster Virus und auch die humanen Herpesviren 6, 7 und 8 (HHV-6, 7, 8) zu nennen. Die zweite
Gruppe ist die taxonomisch heterogene Gruppe der respiratorischen Viren, wie z.B. RSV,
Parainfluenza- und Adenoviren.

Es wurde gezeigt, dass die Familie der Herpesviren die folgenden besonderen Eigenschaften
aufweist, die diese Viren zu den klinisch effektiven Pathogenen nach Stammzelltransplantationen

macht (Baden and Rubin, 2004).
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1. Latenz. Das Virus infiziert Menschen oft schon wihrend der Kindheit, wobei die
Primérinfektion in vielen Féllen asymptomatisch verlaufen kann. Obwohl die Infektion
durch das Immunsystem kontrolliert wird, verbleibt das Virus jedoch lebenslang im
Organismus und kann sporadisch reaktivieren. Fiir HCMV wurde beschrieben, dass bei
Reaktivierungen TNF (tumor necrosis factor) und Katecholamine eine wichtige Rolle
spielen (Baden and Rubin, 2004).

2. FEine primére Infektion ist durch viele Expositionsereignisse mdglich. AuBlerdem sind
Blutkonserven, die fiir die Behandlung verwendet werden, eine potenzielle

Infektionsquelle.

EBV kann =zusitzlich als onkogenes Virus wirken. Das heifit, dass EBV mit einer
lymphoproliferativen Posttransplantationserkrankung assoziiert ist, wobei eine gleichzeitig
klinisch manifestierte HCMV-Infektion die Wahrscheinlichkeit dieser Erkrankung noch
zusétzlich erhoht (Baden and Rubin, 2004).

1.2 Die Cytomegalovirusinfektion als klinisch relevante Posttransplantationsinfektion

1.2.1 Definition

Cytomegalovirus (humanes Cytomegalievirus, HCMV) gehort zur B-Subgruppe der Herpesviren.
Der Name “Cytomegalie” leitet sich von einer Eigenschaft des Virus ab: Bei infizierten humanen
Zellen ist eine typische ZellvergroBerung zu beobachten. Der Name leitet sich von zwei
griechischen Worten ab: ,kytos*“-Zelle, ,,megalo“-gro3). Das Virus wurde in den 50er-Jahren
entdeckt. Bis heute hat sich keine deutsche Bezeichnung fiir die Erkrankung durchgesetzt. Das
Cytomegalovirus ist eines von acht humanpathogenen Herpesviren (HHV) und wird auch als
HHV-5 bezeichnet (http://www.icon-cmv.de/de/Eltern/WasistCytomegalie/page.html).

HCMYV enthilt ein grofes, lineares, doppelstringiges DNA-Genom (~ 235 kb), das fiir mehr als
200 Proteine kodiert. Die virale Genexpression ist kaskadenartig reguliert (immediate early—
early-late) (Mertens et al., 2004). Unter den Proteinen, die dabei exprimiert werden, gibt es
bestimmte Proteine, die immundominant sind und fiir die zelluldre und humorale Immunantwort
relevant sind. Um die Bedeutung und Rolle des Virus in der Immunantwort zu verstehen, werden

in folgenden Kapiteln einige Besonderheiten von HCMV zusammengefasst.
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1.2.2 Epidemiologie

Erste Beschreibungen von HCMV-Infektionen wurden schon Anfang des 19. Jahrhunderts
verdffentlicht (Jesionek and Kiolemenoglou, 1904; Ribbert, 1904; Goodpasture and Talbot, 1921;
Cole and Kuttner, 1926). Es wurden insbesondere pathohistologische Befunde bei Neugeborenen
erhoben, die aufgrund einer viralen Infektion verstorben waren, die als mogliche HCMV-
Infektion interpretiert wurde. Es gibt Befunde, die zeigen, dass eine HCMV-Infektion relativ
hiufig vorkommt und bei Neugeborenen zu Schiden des Nervensystems fiithren kann (Stagno et
al., 1977; Pass et al., 1980; Williamson et al., 1982).

HCMV ist ein ubiquitdres Virus. Es ist praktisch in allen Regionen der Welt nachzuweisen,
wobei die Seroprevalenz bei Erwachsenen zwischen 40 und 100 % der Population variiert
(Alford et al., 1981; Krech and Tobin, 1981; Gold and Nankervis, 1982). Einige Studien haben
gezeigt, dass in Regionen wie Ostasien, Indien und Siidamerika bereits 90% der Vorschulkinder
mit HCMYV infiziert sind (Stagno, 2001). Demgegeniiber sind weniger als 20% der Kinder eines
vergleichbaren Alters in den USA und in Grof3britannien HCMV -seropositiv. Beobachtungen zur
altersabhiangigen Verteilung der HCMV-Seroprevalenz (z.B. in einer Studie aus Parma (Italien))
haben gezeigt, dass eine Steigerung der Seroprevalenz von 28% bei 2-Jahrigen auf 96% bei den
in 45-54 jdhrigen Personen zu beobachten ist (Natali et al., 1997). Regionale
Blutspenderuntersuchungen in Asien und Afrika haben gezeigt, dass der Prozentsatz von HCMV-
seropositiven Personen hier zwischen 95 und 100% liegt. Die Seroprevalenz bei Blutspendern in
Deutschland liegt je nach Alter der Spender zwischen 30% (im Alter 18-20 Jahre) und iiber 70%
(élter als 65 Jahre) (Hecker et al., 2004).

1.2.3 HCMYV-Transmission

Grundsétzlich konnen Speichel, Muttermilch, Urin, Blutkomponente und Zervixsekret
Infektionsquellen darstellen. Da beschrieben wurde, dass die HCMV-Infektion erstmalig im
Kindesalter nachweisbar ist, sollen im Folgenden einige interessante Daten erwidhnt werden, die
dieses Phdanomen néher beleuchten.

Es zeigt sich, dass Neugeborene HCMV von ihrer Mutter perinatal oder mit der Muttermilch
bekommen (Dworsky et al., 1983; Bryant et al., 2002). Die Infektion kann aber auch von einem
Kind zum anderen {ibertragen werden. Eine Studie beschreibt 37 Kinder, die am Anfang der
Studie HCMV-seronegativ getestet worden waren und in einem gemeinsamen Kindergarten
betreut wurden. Bei der Folgeuntersuchung nach nur 6-12 Monaten konnte das HCMV bei 50%
der Kinder in Urin oder Speichel nachgewiesen werden (de Mello et al., 1996). Ahnliche
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Ergebnisse wurden von anderen Studien bestétigt. Hier wurde gezeigt, dass das HCMV bei
solchen Kindern, die einen Kindergarten besucht haben, viermal hdufiger nachgewiesen wurde
als bei Kindern, die keinen Kindergarten besucht haben (Adler, 1985; Hutto et al., 1985).
Aus klinischer Sicht sind die folgenden HCMV-Transmissionen relevant:

1) Allogene Transplantationen

2) Ubertragung iiber Blutkomponenten
So wurde z.B. eine Infektion durch Bluttransfusion nach einer Operation bei transplantierten
kardiochirurgischen Patienten dokumentiert. Es wurden auch Fieber, Splenomegalie, erhohte
Lebertransaminasen, Lymphozytose und Mononukleose beschrieben (Holswade et al., 1963;
Reyman, 1966; Paloheimo JA et al., 1968). Spitere Studien haben gezeigt, dass eine HCMV-
Infektion in ca. 50% aller Féllen eine Rolle spielte, und es wurde geschlussfolgert, dass das
HCMYV wahrscheinlich bei der Transfusion iibertragen wurde (Prince et al., 1971).
AuBlerdem wurden auch transfusionsmengenabhingige und blutkomponentenabhingige
Transmissionswahrscheinlichkeiten  errechnet.  Dabei  wurde — gezeigt, dass  die
Transmissionswahrscheinlichkeit bei erhohten Mengen des transfundierten Blutes entsprechend
erhoht ist (Britt, 2007). Andererseits ist die Haufigkeit der Posttransfusionsinfektion mit HCMV
mit der Zahl der {ibertragenen Blutzellen positiv korreliert, d.h. dass die HCMV-
Infektionswahrscheinlichkeit bei allogenen Transplantationen mit einer hohen Zahl an
enthaltenen Leukozyten oder Thrombozyten im Transplantat nachweislich erhoht ist (Britt,
2007).
Weitere Studien in diese Richtung haben gezeigt, dass die Verwendung von verschiedenen
Filtern fiir die zweckgebundene Selektion der im Transplantat enthaltenen Leukozyten sowie die
Verwendung von  hochreinen  Erythrozyten-Prdparationen zur  Verminderung  der
Posttransfusionsinfektion fiihrt (Brady et al., 1984; Bowden et al., 1991; Ljungman et al., 2002).
Die HCMV-Serostatusnachweise bei Spendern und Empfangern haben dementsprechend zu einer
wesentlichen Reduktion der Posttransfusionsinfektion gefithrt (Bowden et al., 1991; Bowden,

1995).

1.2.4 Klinische Formen und Verlauf der HCMYV-Infektion

Bei Primérinfektionen betrdgt die Inkubationszeit ca. 20-60 Tage. Bei immunkompetenten
Patienten wird meist ein asymptomatischer Verlauf beobachtet. Auller Retinitis ist die Diagnose
einer HCMV-Erkrankung klinisch héufig nicht zu stellen. Gelegentlich ist eine Mononukleose-

dhnliche Symptomatik zu beobachten (Mertens et al., 2004).
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Bei immunkompromittierten Menschen (z.B. Patienten mit HIV-Infektionen oder nach
Transplantationen) wird ein breites Spektrum HCMV-bedingter Symptome beobachtet. Man
unterscheidet die folgenden, jeweils hdufig vorkommenden, klinischen Formen: Pneumonitis,
gastrointestinale Komplikationen (Hepatitis und/oder Kolitis), Knochenmarks-Disfunktion,
Retinitis, Vitreitis, Encephalitis und demyelinisierende Entziindungsneuropathie. Eben diese
Komplikationen verursachen die hohe Letalitit. Die hdufigste Ursache dabei ist die Pneumonitis.
In der Vorvirostatika-Ara erreichte diese Komplikation eine Letalitiit von bis zu 80% und wird

heutzutage bei 10-15% aller Transplantierten beobachtet (Wills et al., 2007).

1.2.5 Diagnostik

Zurzeit werden folgende diagnostische Methoden verwendet (Mertens et al., 2004).

Eine lidnger bestchende HCMV-Infektion kann durch IgG-Antikorper-Nachweisverfahren
festgestellt werden (ELISA, IFT). Bei Primérinfektion und/oder Reaktivierung konnen in den
ersten 2-3 Monaten auerdem IgM-Antikorper detektiert werden (Mertens et al., 2004).
Verbreitet sind auch die folgenden beiden direkten Virusnachweisverfahren im Fall einer aktiven
HCMV-Infektion: Direkte Anzucht von HCMV aus dem klinischen Materials in der Zellkultur
und/oder ein quantitativer Virus-DNA-Nachweis des viralen DNA-Genoms aus Blutzellen,
Geweben, Speichel oder Urin mittels Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction,

PCR).

1.2.6 Therapie

Als Medikamente wird eine Reihe von Virostatika wie z.B. Ganciclovir (Valganciclovir)
verabreicht (Mertens et al., 2004). Um seine antivirale Wirkung entfalten zu kdnnen, muss dieser
Wirkstoff zum Triphosphat phosphoryliert werden. Die erste Phosphorylierung, die zum
Ganciclovir-Monophosphat fiihrt, erfolgt durch die virale Phosphotransferase pUL97 und ist
somit auf infizierte Zellen limitiert. Danach wird das Monophosphat durch Kinasen der
Wirtszelle tiber das Diphosphat zum Triphosphat phosphoryliert.

Im Gegensatz zum Ganciclovir braucht das Cidofovir keine viruskodierten Kinasen und wird
ausschlieBlich von Enzymen der Wirtszelle phosphoryliert. Die Spezifitit fiir HCMV beruht hier
auf der viralen DNA-Polymerase, die Cidofovir (im Gegensatz zu den zelluldren DNA-
Polymerasen) als Nukleotid akzeptiert.

Ein weiteres anti-HCMV Virostatikum ist Foscarnet. Dieses Virostatikum bendtigt keine initiale

intrazelluldare Aktivierung. Der Mechanismus des Wirkstoffes ist die Inhibition der Abspaltung
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von Pyrophosphat aus dNTPs durch Blockierung die Phosphatbindungsstelle der viralen DNA -
Polymerase (Mertens et al., 2004).

Fiir diese Virostatika sind eine Reihe von Nebenwirkungen, wie z.B. Leukozytopenie (eine
Verminderung der weilen Blutkorperchen) und Thrombozytopenie fiir Ganciclovir, renale und
metabolische Toxizitét fiir Foscarnet, Nephrotoxizitét fiir Cidofovir, beschrieben (Mertens et al.,
2004). Dies kann die Verwendung dieser Virostatika in besonderen klinischen Fillen (z.B.
Ganciclovir wegen seines myelosuppressiven Effekts bei einer ausgeprigten Panzytopenie nach
der durchgefiihrten Konditionierung und in der fritheren Zeit nach Stammzelltransplantation)

einschrianken.

1.2.7 Problem der Resistenz gegeniiber Virostatika

Die Resistenzentwicklung ist ein vordringliches klinisches Problem. Mutationen des HCMV-
Genoms fithren dazu, dass das Virus gegeniiber einem oder mehreren Virostatika eine
Unempfindlichkeit (Resistenz) entwickelt. So kann z.B. Ganciclovir durch Mutationen im UL97-
Gen nicht mehr phosphoryliert werden. Hinsichtlich Cidofovir und Foscarnet wurden

resistenzverursachende Mutationen im viralen Polymerasegen (UL54) festgestellt.

1.2.8 HCMYV-Reinfektionswahrscheinlichkeit

Schon im Jahre 1984 (Drew et al., 1984) und auch spiter (Chern et al., 1998) wurde
nachgewiesen, dass in HIV-infizierten Patienten nicht nur ein einziger, sondern mehrere
genetisch unterschiedliche HCMV-Stimme detektiert werden konnen. Gleichzeitig wurde
beschrieben, dass eine HCMV-Reinfektion bei immunsupprimierten Patienten moglich ist (Chou,

1986; Chou, 1987; Grundy et al., 1988).

Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass auch gesunde HCMV-infizierte seropositive Kinder mit
einem anderen HCMV-Stamm erneut infiziert werden konnten. Einige Autoren konnten auch
zeigen, dass in einer reinen Frauenkohorte serologisch unterschiedliche HCMV-Stdmme bei
derselben Person nachgewiesen werden konnen (Boppana et al., 2001). Sie heben auch hervor,
dass diese Nachweise mit der Untersuchungsmoglichkeit nur auf zwei serologisch
unterschiedliche Antikdrperspezifititen begrenzt worden sind und dass sich Frauen relativ hdufig

mit weiteren HCMV-Stammen reinfizieren (Boppana et al., 2001).

Alle diese Befunde beziiglich der Moglichkeit einer HCMV-Zweit- oder Reinfektion zeigen
deutlich, dass die adaptive Immunantwort zwar vorhanden ist (bei gesunden Menschen), HCMV
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aber nicht eliminieren oder eine erneute Infektion nicht verhindern kann. Dieses Phidnomen
beruht wahrscheinlich hauptsichlich auf der Fahigkeit der effizienten Immunevasion von HCMV

(Ubersichtsartikel: Hengel et al., 1998).

1.3 HCMYV und das Immunsystem
1.3.1 Das Immunsystem

1.3.1.1 Allgemeine Prinzipien des Aufbaus des Immunsystems

Die adaptive Immunitdt wird konventionell in die zellulire und die humorale Immunantwort
eingeteilt. Diese Einteilung ist nur bedingt sinnvoll, da alle Komponenten des Immunsystems bei
einer gegebenen Immunantwort eng interagieren und die Einzelkomponenten eng verzahnt sind,
da die Einzelbereiche nur gemeinsam einen effektiven Schutz vor Pathogenen gewihrleisten
konnen. Es ist bekannt, dass das Immunsystem Fremd von Selbst unterscheiden kann, d.h. dass
das System letztendlich die genetische Identitdt sichert. Eine Vielzahl von potenziell
gefdhrlichen, korperfremden Agenzien kann mit einem Organismus in Kontakt treten. Wenn
diese Faktoren in den Organismus eindringen konnen, miissen sie durch das Immunsystem
erkannt und eliminiert werden. Dafiir stehen verschiedene Mechanismen zur Verfiigung.

Sobald ein Antigen es schafft, die ersten physikalischen Barrieren (wie z.B. Haut und
Schleimhaut) zu tiberwinden, kommt es zwangsldufig mit Zellen des Immunsystems in Kontakt.
In allen Geweben sitzen spezialisierte Zellen, deren Aufgabe es ist, potentielle Antigene zu
erkennen und aufzunehmen. Von diesen Zellen wird das Antigen anschlieBend den Immunzellen
»prasentiert®. Dafiir sind so genannte dendritische Zellen (DCs) zustindig. Nach der Phagozytose
werden antigenspezifische Peptide auf der Oberfliche der DCs prisentiert (Abb. 1). Danach
interagieren die DCs in Lymphknoten mit T-Zellen, was es den T-Zellen ermdglicht die Antigene
zu erkennen. Nach der Antigenerkennung proliferieren die T-Zellen und produzieren
verschiedene immunstimulatorische Zytokine. Zytotoxische T-Zellen konnen dann letztendlich
die Zerstorung der infizierten Zelle einleiten. Neben der zelluldren Immunantwort existiert
zusitzlich die sog. humorale Immunantwort, die hauptsédchlich von B-Lymphozyten und ihren
Produkten gebildet wird. B-Zellen erkennen Antigene spezifisch iiber eine Bindung zwischen
dem B-Zellrezeptor und dem passenden Epitop. Die 16sliche Form des B-Zellrezeptors ist der
sog. Antikorper. Nachdem B-Zellen ein Epitop des Antigens gebunden haben, konnen
insbesondere solche B-Zellen (mit der Hilfe besonderer T-Lymphozyten [sie werden deswegen

»-Helfer genannt]) proliferieren, die das Epitop spezifisch binden konnen. Die Antikdrper
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konnen anschlieBend das Epitop auf dem Antigen binden und danach verschiedene Mechanismen
(Neutralisation, komplementabhingige und komplementunabhéngige Zytotoxizitét) auslosen. Der
Fakt, dass ein Pathogen viele potenzielle Antigene mit unterschiedlichen Epitopen exprimiert,
gegen die verschiedene B-Zellklone Antikorper bilden konnen, fithrt dazu, dass die gebildete
Antikdrperantwort gegeniiber einem einzelnen Pathogen polyklonal ist. (Abb. 1, 2).

Adaptive Immunitat mur B Zelen
Erkennung durch
spezifische Rezeptoren
Sgna auf relevanten Kionen
Anbgen mi ver. - Bcﬁf
schiedenen — B y—
Eptopen 3 L

2 Sgnal

Abb. 1 Abb. 2

Abb. 1, 2. Darstellung verschiedener Wege der Antigenerkennung

(Quelle: http://www.medizin.uni-greifswald.de/immun/broschuere_marseille.html)
DC- Dendritische Zelle; T-Lymphozyt

TCR-T-Zellenrezeptor; B-B-Lymphozyt

BCR-B-Zellenrezeptor; Th-T-Helfer;

CD20+, CD19+ Rezeptoren des B- Lymphozyten

Antigene werden durch DCs erkannt, aufgenommen, prozessiert und auf der DC-Oberfliche
prasentiert. Dann werden die Antigene durch den TCR auf den T-Zellen erkannt. Epitope eines
Antigens konnen durch B-Lymphozyten erkannt werden, was zur Stimulation der BCR auf den
B-Lymphozyten und Produktion eines, fiir ein bestimmtes Epitop spezifischen, 16slichen
Antikorpers fiihrt. Die T-Helfer (Ty) konnen die Antikdrperbildung verstérken (stimulieren) oder
schwiéchen.

1.3.1.2 Antikérper: Rolle, Bedeutung und Funktionen

Wie oben bereits erwdhnt wurde, gibt es verschiedene Mechanismen, durch die AntikOrper
Effektorfunktionen auslosen konnen.

Wenn ein Antigen (viralen oder bakteriellen Ursprungs) eine Immunantwort bzw. eine
Antikorperbildung hervorgerufen hat, kann das Pathogen durch die Antikorper direkt am Eintritt

gehindert und seine Infektiositdt auf diese Weise neutralisiert werden. In diesem Fall binden die
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Antikorper an Epitope, die fiir Aufnahme des Pathogens in die Wirtszelle essentiell sind. Danach
ist das Virus nicht mehr aktiv und kann nicht mehr mit der Zelle interagieren bzw. die Zelle

infizieren. Dieser Prozess hei3t Neutralisation (Abb. 3).

Ak

Abb. 3. Virus—neutralisierende Ak-Interaktion.
R — ,,Entry“ - Rezeptor (Zutrittrezeptor)
Ak — neutralisierende Antikorper

Auf der Oberfliache eines Virions werden verschiedene Proteine exprimiert. Bestimmte virale
Antigene (Proteine) konnen als Eintrittsrezeptoren (R) wirken: Sie treten in Kontakt mit der
Wirtszelle und sind fiir den Eintritt in die Zelle essentiell. Die neutralisierenden Antikorper (Ak)
konnen diese Rezeptoren binden und damit die Rezeptoren blockieren/neutralisieren, was den
Eintritt in die Zelle blockiert.

Neutralisierende Antikorper werden neutralisierend genannt, weil sie virale/bakterielle Proteine
binden, die fiir das Andocken, den Eintritt oder das Entpacken des Virus essentiell sind und ihre
Funktion durch die Bindung blockieren.

Wenn die Zellen aber bereits von dem Virus infiziert worden sind, beginnen die Zellen, im Zuge
des viralen Lebenszykluses, an der Zelloberfldche virale Proteine zu prasentieren (z.B. die viralen
Strukturkomponenten beim budding [Knospen] der Viren). In diesem Fall gibt es weitere
Moglichkeiten fiir Antikorper, an infizierte Zellen zu binden und zu zerstoren.

So koénnen die Antikorper im Komplex mit den Komponenten des sog. Komplementsystems

wirken. (Abb. 4)
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Abb. 4 Komplementabhingige Zelllyse

(Quelle:  http://www.medizin.uni-greifswald.de/immun/broschuere_marseille.html, mit
Modifikationen)

C1q-C9 — Komponente des Komplimentsystems

Ag — Virale Antigene

Ak — Antikorper

Antikorper sind in der Lage, nicht nur freie Virionen, sondern auch infizierte Zellen zu zerstoren.
In diesem Fall erkennen sie Antigene, die auf der Oberflidche der Zielzelle exprimiert werden und
binden an diese Antigene. Mittels des ,,membrane attack complex* des Komplementsystems, der
kaskadenartig aktiviert wird und mit den Antikdrpern interagiert, werden die Zielzellen lysiert.
Die Fahigkeit von Antikdrpern Komplement zu aktivieren ist nicht auf IgG-Molekiile beschrénkt,
die wihrend einer primdren Immunantwort erst nach einiger gewissen Zeit nachzuweisen sind,
sondern findet sich auch in IgM-Molekiilen, die bereits in der initialen Phase einer Erstinfektion
gebildet werden.

Die Antikorper rekrutieren zentrale Komponenten der Komplementkaskade. Eine Komponente
rekrutiert und aktiviert die jeweils nichste Komponente bis letztendlich ein sog. Membran
Attacke Komplex (membrane attack complex) in der Membran gebildet wird, der als eine Art
Pore die Zelle lysiert (Abb. 4).

Ein weiterer antiviraler Mechanismus von IgG-Molekiilen ist zellabhingig. IgG kann mit
Immunzellen interagieren und diese aktivieren, so konnen die infizierten Zellen durch die
Immunzelle lysiert werden. Zu den Zellen, die IgG-abhingig aktiviert werden, gehdren
insbesondere natiirliche Killerzellen (NK), da NK-Zellen Rezeptoren fiir Antikorper, sog. Fc-
Rezeptoren (sieche weiter im Kapitel ,,Fcy-Rezeptoren und ADCC*), exprimieren. Neben den NK-
Zellen konnen auch Makrophagen und dendritische Zellen auf Threr Oberfldche verschiedene Fc-
Rezeptoren tragen. Deshalb kdnnen auch diese Zellen durch Antikdrper aktiviert werden (Fanger

et al., 1996; Aderem and Underhill, 1999). Es wurde gezeigt, dass die Antikdrper im Prozess der
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Antigenprésentation eine wichtige Rolle spielen (Kakiuchi et al., 1983; Malynn and Wortis,
1984).

Fiir jede Klasse der Antikorper wurden Messmethoden erarbeitet. So basiert die Messung der
neutralisierenden Antikorper auf den Kapazititen eines untersuchten Serums eine definierte
Menge von Virus in vitro neutralisieren zu konnen. Der Titer (die Serumverdiinnung), bei dem 50
% des Virus neutralisiert wird, wird dann als Neutralisationstiter definiert (Quelle: World Health
Organisation).

Fiir die Durchfiihrung des Neutralisationstests sind relativ komplexe Laborbedingungen, wie z.B.
Zellkultur und Sterilitdt bei der Arbeit erforderlich. Ausgehend davon wurde eine andere
Anikorpermessmethode entwickelt, der sog. ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
(Lequin, 2005). Im Unterschied zum Neutralisationstest erfordert die Methode keine
Zellkulturtechniken und kann auch in iiblichen Laborrdumen unter unsterilen Bedingungen
durchgefiihrt werden. Mittels ELISA werden alle in einem Serum vorhandenen Antikorper einer
bestimmten Klasse (IgG, IgM) gemessen, die ein bestimmtes Epitop oder Pathogen binden. Der
Vorteil der Methode ist die hohe Sensitivitit und Spezifitit. Die Antikdrperfunktionalititen
(neutralisierende, zytotoxische) konnen in diesem Messverfahren nicht untersucht werden (siche

weiter in Kapiteln ,,Neutralisationstest* und ,,ELISA — Anti-CMV-IgG®).

Bedeutung und Rolle verschiedener Klassen der Antikorper sowie verschiedene Fc-Rezeptoren

hinsichtlich der HCMV-Pathogenese werden in den folgenden Kapiteln beschrieben.

1.3.2 HCMV und die Immunantwort: Persistenz, Reaktivierung und antivirale

Immunantwort

1.3.2.1 Immunkompetente Zellen als Reservoire fiir latentes HCMV

Wenn man die Besonderheiten spezifischer Immunantwort fiir die HCMV-Infektionsabwehr
beschreibt, muss man Folgendes erwdhnen: HCMV kann wiéhrend der akuten Infektion mittels
PCR in Blut und Knochenmarkzellen quantitativ nachgewiesen werden, wobei festgestellt wurde,
dass es bei gesunden, aber HCMV-seropositiven Probanden, nicht gelang, Virusgenome im
Serum nachzuweisen Wills, 2007. Einige Autoren zeigen, dass HCMV in der Latenz aber in
myeloischen Zellen mit empfindlichsten PCR-Verfahren nachgewiesen werden kann (Sinclair
and Sissons, 2006). AuBBerdem hat die Verwendung von hochsensitiven PCR-Techniken ergeben,

dass HCMV in CD14"-PBMZ, CD34"-Zellen (Mendelson et al., 1996; Taylorwiedeman et al.,
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1991) und auch in CD33"-Zellen im Knochenmark nachgewiesen werden kann (Kondo et al.,
1994; Hahn et al., 1998).

Beziiglich der CD14"-Zellen wurde gezeigt, dass nur wenige Monozyten HCMV-DNA enthalten
(< 1 von 10* Zellen) (Slobedman and Mocarski, 1999). In diesen Zellen wurde jeweils auch nur
eine geringere Anzahl von Virusgenom-Kopien nachgewiesen (6-13/Zelle) (Slobedman and
Mocarski, 1999), wobei das virale DNA-Genom in episomaler Form vorlag (Bolovan-Fritts et al.,

1999)

CD34" und CD33"-Zellen

Ein mogliches Zellreservoir fir HCMV wurde von mehreren Autoren beschrieben und
phénotypisiert (Maciejewski et al., 1992; Minton et al., 1994; Movassagh et al., 1996; Sindre et
al., 1996; Goodrum et al., 2002). Die Anwesenheit von HCMV in Zellen des Blutsystems lie3
vermuten, dass die universalen, CD34-positiven Blut-Vorlduferzellen als Reservoir fiir die latente
HCMV-Infektion dienen. Tatsédchlich spielen diese Zellen aber wahrscheinlich keine grofle Rolle
fiir die Latenz von HCMV. Im Gegensatz zu den CD34 -Zellen wurden insbesondere CD33"-
Zellen, Vorlduferzellen der Granulozyten-Makrophagen Linie, als HCMV-Reservoir
nachgewiesen (Kondo et al., 1994; Kondo et al., 1996; Hahn et al., 1998). Immunzytochemische
Charakterisierungen der Zellen, aus denen HCMV reaktiviert werden konnte, zeigen eine
Expression von CD15 (einen Marker fiir Granulozyten), CD14 (einen Marker fiir Monozyten)
und auch CD1a (Marker fiir dendritische Zellen) (Kondo et al., 1994; Hahn et al., 1998).

Das Vorhandensein von HCMV in DCs wurde auch beschrieben (Reeves et al., 2005). Aullerdem
wurden weitere Blutzelltypen, wie z.B. Lymphozyten und Neutrophile, als potenzielles Reservoir
fir HCMV diskutiert, da Neutrophile wihrend einer aktiven HCMV-Infektion das Virus
enthalten und es auch {ibertragen kénnen. Bei gesunden Probanden wird HCMYV in diesen Zellen
jedoch nicht nachgewiesen.

Diese Befunde sind von Bedeutung im Zuge eine Bluttransfusion resp. einer
Knochenmarkstransplantation, da es offensichtlich ist, dass bei einer Transplantation mit einer
gewissen Wahrscheinlichkeit HCMV-positive Zellen mit iibertragen werden. Dieses Szenario
fiihrt zu einer ungewollten HCMV-Primirinfektion bei der Ubertragung von Transplantaten von

HCMYV-seropositven Donoren auf seronegative Empfanger.
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1.3.2.2 Zellulire Immunantwort bei HCMV

1.3.2.2.1 CDS8’-Lymphozyten.

CD8'-Lymphozyten stellen eine groBe Lymphozytensubpopulation dar. Mit seiner groBen
Kodierungskapazitit exprimiert HCMV eine Vielzahl von Proteinen, die als potentielle CD8"-
Zellepitope dienen konnen. Insbesondere wurden wichtige T-Zell-Epitope in dem immediate-
early Protein 1 (iel/pp72), pp28, ppS0, pp65, den Oberflicheproteine gB und gH mittels FACS-
oder ELISPOT-Methoden nachgewiesen (Borysiewicz et al., 1983; Mclaughlintaylor et al., 1994;
Wills et al., 1996; Kern et al., 2002; Elkington et al., 2003).

Bei den Proteinen, die vom Immunsystem detektiert werden, spielt das pp65-Protein eine
wichtige immundominante Rolle. Experimente mit HCMV-Mutanten, die kein pp65 (ULS3)
kodieren, haben gezeigt, dass dieses Protein eine ausgepragte immunstimulierende Aktivitdt hat.
Zu den besonders wichtigen Proteinen fiir die HCMV-Erkennung durch T-Zellen gehort auch das
iel/pp72-Protein. Obwohl zahlreiche verschiedene Virusproteine als mogliche Kandidaten fiir die
CDS8-spezifische Antwort beschrieben wurden (Elkington et al., 2003), bleiben jedoch pp65 und
iel die wesentlichsten immundominanten Proteine.

Eine Bedeutung der CD8 -Zellen fiir die Abwehr von CMV-Manifestationen wurde sowohl im
Tiermodell, als auch am Beispiel transplantierter Patienten gezeigt. Der Transfer CMV-
spezifischer CD8'-Zellen im Mausmodell kann der Letalitit von Mauscytomegalovirus
(MCMYV)-Reaktivierungen vorbeugen (Reddehase et al., 1987), und im umgekehrten Fall kann
die Depletion von CD8"-Zellen zu einer erhdhten Letalitit fithren (Polic et al., 1998).

Es gibt auch eine Korrelation zwischen dem Vorhandensein von HCMV-spezifischen CD8"-
Zellen und der Kontrolle der HCMV-Infektion in der Posttransplantationsphase nach allogener
Stammzelltransplantation, wobei gezeigt wurde, dass das Erreichen von mehr als zehn HCMV-
spezifischen CD8"-Zellen pro ul Blut zu einem wirksamen Schutz gegeniiber HCMV fiihrt
(Cwynarski et al., 2001).

Trotz den oben beschriebenen Evidenzen, dass die CD8 -Zellen eine wesentliche Rolle in der
Kontrolle der CMV-Infektion spielen, gibt es Arbeiten, die im Mausmodell nur begrenzte
Unterschiede in der Kontrolle der MCMV-Infektion zwischen CD8'-Zell-depletierten und
normalen Kontrollmiusen zeigen (Jonjic et al., 1990). Wurden die CD8'-Zellen jedoch
zusammen mit anderen T-Zellsubpopulationen depletiert, so wurde eine ausgepriagte Verstarkung
der Virusreplikation nachgewiesen, so dass zu vermuten ist, dass MCMV durch eine koordinierte
Antwort verschiedener Aste des Immunsystems kontrolliert wird, die zumindest teilweise

iiberlappend oder gar redundant agieren konnen (Polic et al., 1998).
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1.3.2.2.2 CD4+-Lymphozyten

Wie die CD8'-Zellen, sind auch die CD4 -Zellen bei der Kontrolle einer HCMV-Infektion
wichtig (Rentenaar et al., 2000; Pourgheysari et al., 2008). Vor allem modulieren diese Zellen die
B-Lymphozytenfunktionen (Smith et al., 2000) und induzieren zusétzlich die Sekretion von
Zytokinen (z.B. IFNy) durch CD8"-Lymphozyten.

Studien zeigen, dass bei gesunden, HCMV-seropositiven Probanden im Blut ca. 1-2% der
gesamten CD4'-Lymphozyten HCMV-spezifisch sind (Waldrop et al., 1998; Rentenaar et al.,
2000). Trotz der Vielzahl von mdglichen Pathogenen reserviert das Immunsystem also einen so
groflen Prozentsatz von Immunzellen allein fiir die HCMV-Kontrolle. Es konnte gezeigt werden,
dass in etwa 60% der gesunden HCMV-Infizierten pp65-spezifische CD4'-Lymphozyten
nachweisbar sind. Dariiber hinaus produzieren CD4 Zellen Zytokine, wie Interferon (IFN)-y,
Tumornekrosefaktor (TNF)-a und Interleukin (IL)-2 (Rentenaar et al., 2000; Bitmansour et al.,
2002).

Eine grofe Bedeutung haben CD8"- und CD4'-Lymphozyten bei transplantierten Patienten. Die
Informationen iiber diese Zellen und ihre Rolle in der Immunantwort, die den letzten Jahren
gewonnen wurden, waren so vielversprechend, dass nicht nur in der Grundlagenforschung,
sondern auch in der klinischen Praxis neue diagnostische und therapeutische Methoden
entwickelt wurden, die auf solche Zellen abzielen. So wurden Methoden entwickelt, die es
ermdglichen, solche Zellen von Donoren zu isolieren und dem Patienten nach der erfolgten
Transplantation zuriick zu transfundieren (,,adoptive Immuntherapie®, (Rauser et al., 2004). Da
die Anzahl dieser Zellen in Abwesenheit einer HCMV-Reaktivierung jedoch relativ niedrig ist,
wurden Techniken erarbeitet, die es ermdglichen, diese Zellen in vitro zu stimulieren und sie so
zur Proliferation anzuregen. Die Bedeutung von CD8'- und CD4"-Zellen wurde auBerdem bei
Patienten demonstriert, bei denen Virusmutanten mit einer Resistenz gegeniiber herkdmmlichen
Virostatika wéhrend der Posttransplantationsphase auftraten. Die Transfusion von HCMV-
spezifischen Lymphozyten hat in solchen Patienten zur Kontrolle von HCM Vs gefiihrt (Einsele et
al., 2002).

1.3.2.2.3 B-Lymphozyten

B-Lymphozyten sind die antikorperproduzierenden Zellen des Immunsystems. Wie in den
folgenden Kapiteln weiter diskutiert wird, spielen die Antikdrper bei CMV-Infektion eine
wichtige Rolle (siehe Kapitel ,,Antikdrper und CMV-Infektion®). Da diese Zellen Antikorper

produzieren, kann kein Zweifel bestehen, dass eine erfolgreiche Rekonstitution dieser
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Lymphozytensubpopulation resp. eine humorale Rekonstitution nach Transplantation eine
wesentliche Bedeutung bei der Kontrolle einer CMV-Posttransplantationsreaktivierung hat.

Die absolute B-Zellzahl ist meistens innerhalb der ersten 100 Tage nach der erfolgten
Transplantation niedriger als der Normalwert. AuBerdem kann es in der fritheren
Posttransplantationsphase zu einer B-Zell-Aktivierungsdysfunktion, und in der spéteren
Posttransplantationszeit zu Problemen bei der IgG-Produktion kommen. Beides wurde
insbesondere bei Patienten mit einer chronischen GvHD beschrieben (Storek and Saxon, 1992).
Beziiglich der Ig-Klassen muss erwédhnt werden, dass die I[gM-Konzentration 2-6 Monate nach
der Stammzelltransplantation auf den Normalwert zuriickkehrt (Storek and Saxon, 1992).

Die IgG-Menge zeigt jedoch keine solche Kinetik. Es wird auch kein einheitlicher Verlauf der
einzelnen IgG-Subklassen gefunden. IgG1 und IgG3 erreichten bereits nach 9-12 Monaten wieder
Normalwerte (Storek and Saxon, 1992). 1gG2 und IgG4 bleiben noch einige Jahre nach der
Transplantation auf einem niedrigeren Niveau (Noel et al., 1978; Kelsey et al., 1990), so dass
geschlossen werden muss, dass die Rekonstitution der einzelnen IgG-Subtypen und der
jeweiligen, produzierenden B-Zellen mit unterschiedlichen Kinetiken erfolgt.

Man konnte sich vorstellen, dass eine erfolgreiche Antikorperproduktion durch B-Lymphozyten
nur dann erfolgt, wenn vorher eine Rekonstitution der T-Helferzell-Subpopulation erfolgt ist,
weil eine Notwendigkeit von T-Helferzellen fiir die Produktion von Antikorpern besteht. Neben
dieser Anhingigkeit der B-Zellfunktion von dem Vorhandensein von T-Helferzellen wurde
gezeigt, dass die B-Lymphozyten aber auch unabhingig von den T-Helferzellen Antikorper
produzieren kdnnen (Hebeis et al., 2004).

1.3.2.2.4 NK-Zellen: Antikorperunabhingige und antikorperabhingige Mechanismen der
Aktivierung

1.3.2.2.4.1 Antikorperunabhingiger Mechanismus der NK-Zellaktivierung

NK-Zellen sind grofle granuldre Lymphozyten, die zum angeborenen Immunsystem gehdren
(Caligiuri, 2008). Sie wurden vor allem als ,anti-tumor® Zellen beschrieben. Es wurden
verschiedene Mechanismen gezeigt, die es NK-Zellen ermdglichen, Tumorzellen sowie infizierte
oder beschidigte Zellen zu erkennen und zu =zerstoren. Dabei unterscheidet man
antikorperabhéngige und antikorperunabhingige Wege der NK-Zellaktivierung. Hinsichtlich der
antikorperunabhingigen Mechanismen wurde das ,,missing self Konzept entwickelt: NK-Zellen
»messen grundsitzlich die MHC-Prisentation von anderen Zellen und werden durch eine

fehlende MHC-I-Expression (sog. missing-self) aktiviert (Karre, 2002; Karre, 2008). NK-Zellen
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verrechnen positive Aktivierungssignale, die durch stressabhidngige Liganden auf potentiellen
Zielzellen hervorgerufen werden und negative Aktivierungssignale, die durch MHC-Molekiile
hervorgerufen werden. Unter physiologischen Bedingungen werden auf der Oberfldche jeder
Zelle MHC-Klasse-I-Molekiile exprimiert. Wenn NK-Zellen mit diesen Zellen in Kontakt
kommen, so interagieren diese MHC-Klasse-I-Molekiile mit den inhibitorischen Rezeptoren. Es
wurden zwei verschiedene Typen von diesen Rezeptoren beschrieben: KIRs (killer
immunoglobulin-like receptor), die die klassische MHC-Klasse-la (HLA-A, B, C) Liganden
binden und CD94-NKG2A Heterodimere, die die nichtklassische MHC-Klasse-Ib (HLA-E)
Molekiile binden (Caligiuri, 2008). Die Bindung fiihrt zur Hemmung der Aktivitit der NK-Zelle
und so wird die Zerstorung gesunder Selbst-Zellen verhindert. Im Falle einer bosartigen
Transformation oder einer Infektion wird die Expression von MHC-I-Molekiilen oft
herunterreguliert, um der Kontrolle von zytotoxischen CD8" T-Zellen zu entgehen. Die KIRs
erhalten dann keine hemmenden Signale mehr, was zu einem Ubergewicht der Stimulation der
aktivierenden Rezeptoren und zur letztendlichen Zerstorung dieser Zelle fiihren kann (Abb. 5).

Neben den oben genannten Effekten wurden auch andere, fiir die Infektionsabwehr relevante
Eigenschaften dieser Zellen demonstriert. In Bezug auf eine HCMV-Infektion wurde
beschrieben, dass NK-Zellen eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der frithen Virusreplikation
spielen (Bukowski et al., 1984; Tay et al., 1998; Biron et al., 1999). Wahrend der Evolution hat
HCMV jedoch Eigenschaften entwickelt, die es ihm ermdoglichen, eine stimulatorische

Interaktion mit NK-Zellen zu vermeiden (Ubersichtsartikel: (Hengel et al., 1998).

Abb. 5. Aktivatorische und inhibitorische Rezeptoren der NK-Zellen

(Quelle: http://www.medizin.uni-greifswald.de/ immun/broschuere_mrseille.html)
NK-NK-Zelle; KIR — inhibitorischer Rezeptor

KAR-aktivierender Rezeptor.

HLA- human leukocyte antigen complex
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Auf der Oberfliche der NK-Zellen werden inhibitorische und aktivierende Rezeptoren
exprimiert. Inhibitorische Rezeptoren erkennen die auf Zelle exprimierten MHC-Klasse-I-
Molekiile, was zur Hemmung der NK-Zellenaktivierung fiihrt. Bei einer bosartigen
Transformation oder Infektion einer eukaryontischen Zelle wird dieser Komplex gedndert bzw.
wird die Expression dieser Molekiile herunterreguliert, was zur Abschwéchung der Erkennung
des Komplexes durch den KIRs und letztendlich zur Aktivierung der NK-Zelle und Zerstérung
der Zielzelle fiihrt.

Zu den Mechanismen, durch die die NK-Zellen infizierte Zellen beeinflussen konnen, gehort
auch ein so genannter mittelbarer Einfluss auf die IFN-B-Produktion der infizierten Zellen,

welches die weitere Virusreplikation intrazelluldr begrenzt (Iversen et al., 2005).

1.3.2.2.4.2 Antikorperabhiingiger Mechanismus der NK-Zellaktivierung: Fcy-Rezeptoren
und ADCC
Neben den antikorperunabhingigen Mechanismen existieren zusitzliche

Aktivierungsmechanismen, fiir die die NK-Zelle die Anwesenheit von spezifischen Antikérpern
benotigt. Es handelt sich um die Antikdrper-abhingige Zytotoxizitét (antibody dependent celullar
cytotoxicity). Diese immunologische Reaktion wird durch zwei Hauptkomponenten vermittelt:
sog. Fcy-Rezeptor (FcyR) auf der Oberfliche der Immunzellen und dem Antikérper. Um diese
Reaktion verstehen zu konnen, muss man sich der Struktur des IgG-Molekiils zuwenden.

Wie der Name der Rezeptoren impliziert, binden Fc-Rezeptoren den konstanten Teil der
Antikorper, das sog. Fc-Fragment (Abb. 6). Dieser Teil ist von Antikorper zu Antikorper konstant
und weist keine Variabilitdt auf, um zu gewihrleisten, dass unterschiedliche Antikdrper trotzdem
von den gleichen Rezeptoren erkannt werden konnen. Die Abkiirzung ,Fc* beruht auf dem
gleichnamigen Fragment des IgG-Molekiills dem sog. fragment cristalizable (dem
kristallisierbaren Fragment).

Der zweite 1gG-Teil ist das F(ab),-Fragment. Abweichend von dem konservierten Fc-Fragment
ist das F(ab),-Fragment hypervariabel. Die Abkiirzung bedeutet ,fragment antigene binding*.
Wie der Name bereits andeutet, spielt dieses Teil des Antikorpers fiir die Antigenerkennung eine
entscheidende Rolle. Es ist bekannt, dass verschieden Antigene grundsétzlich unterschiedliche
individuelle rdumlich orientierte Epitop-Konformationen einnehmen. Das F(ab),-Fragment ist
hypervariabel und durch positive und negative Selektion werden B-Zellen zur Proliferation
angeregt, deren Fab-Region durch Zufall in der Lage ist, den entsprechenden Epitop-Teil des
Antigens zu binden. Die Fab-Fragmente verschiedener klonotypischer B-Zellen sind deshalb

unterschiedlich. (Abb. 6).
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Nachdem antigenspezifische Antikorper produziert worden sind, konnen diese die Antigene
erkennen und binden. Da NK-Zellen Fc-Rezeptoren tragen, konnen diese wiederum die
Antikorper auf der Oberfldche des Antigens erkennen und dadurch aktiviert werden.

Antigen bindend
F(ab),

/ (—X—\ Variable Region

// Fab - Fragment

—_|

Konstante Region

— Fc - Fragment

Abb. 6. Struktur des IgG-Molekiils

Ein IgG-Molekiil besteht aus einem Fc-Fragment und einem F(ab),-Fragment. Das Fc-Fragment
ist konstant und hat eine stabile, feste Struktur, die von den Art- sowie rdumlichen
Besonderheiten eines Antigens unabhingig ist. Das Fc-Fragment zwischen den Individuen einer
biologischen Art ist gleich oder sehr dhnlich. Das Fab-Fragment hat sowohl eine konstante, als
auch eine variable Region, die letztendlich fiir die Bindung des IgG-Molekiils an das Antigen
verantwortlich sind.

Es wurde gezeigt, dass Fc-Rezeptoren als Heterodimere existieren. So wurden eine
Ligandbindungs-a-Kette und zusétzliche Einheiten, wie B, v, C beschrieben (Van et al., 1998)
Wenn die akzessorischen Ketten in ithrem zytoplasmatischen Teil ein sog. ITAM aufweisen
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif), dann wirken sie als aktivatortische
Rezeptoren. Falls sie im zytoplasmatischen Teil ein sog. ITIM aufweisen (immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif), so konnen sie dann immunsupprimierend wirken (Gessner et al.,

1998).
Die folgenden FcyRs sind beschrieben: FcyRI (CD64), wird auf der Oberfliche von

Granulozyten, Monozyten und Makrophagen exprimiert (van de Winkel and Anderson, 1991;
Hulett and Hogarth, 1994). CD64 bindet, als einziger FcyR, monomeres IgG mit hoher Affinitit
(Shopes et al., 1990). Hinsichtlich der verschiedenen IgG-Klassen wurde beschrieben, dass die
Bindungskapazititen von CD64 fiir IgG3 und IgG1 vergleichbar hoch sind, wohingegen 1gG4
und IgG2 schwicher gebunden werden (Allen and Seed, 1989).

FcyRII (CD32), wird auf verschiedenen Zellen des Immunsystems exprimiert (van de Winkel and

Anderson, 1991; Hulett and Hogarth, 1994). Im Unterschied zu CD64 bindet CD32 monomeres
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IgG mit niedriger Affinitit, ist aber in der Lage komplexiertes IgG resp. IgG-Immunkomplexe
mit hoher Affinitdt zu binden (Hulett and Hogarth, 1994).

FcyRIII (CD16), wird auf Makrophagen, Neutrophilen, Mastzellen und NK-Zellen exprimiert
(van de Winkel and Anderson, 1991; Hulett and Hogarth, 1994). Wie fiir FcyRII, wurde auch fiir

FcyRIIl eine niedrige Affinitit gegeniiber monomerem IgG beschrieben (Raghavan and
Bjorkman, 1996). AuB3er der Rolle des FcyRIII in ADCC-Prozessen wurde auch eine Beteiligung
an der Phagozytose und Endozytose beschrieben (van de Winkel and Anderson, 1991;
Amigorena et al., 1992; Daeron et al., 1994; Nagarajan et al., 1995). Dariiber hinaus wurde die
Hypothese aufgestellt, dass FcyRIII und FcyRII synergistisch wirken konnen und dies zur
Verstarkung der Phagozytose fithren kann (Edberg et al., 1992; Edberg and Kimberly, 1994).

Die Antikorper, die mit diesen Rezeptoren interagieren und so zellulire Effektorfunktionen
auslosen, werden auch als ,,zytotoxische Antikdrper* bezeichnet.

Obwohl die Fc-Region eines IgG-Molekiils konstant ist, werden die Antikorper durch die
unterschiedlichen FcyRs (CD16, CD32 und CD64) unterschiedlich erkannt und es werden jeweils
unterschiedliche Reaktionen ausgeldst. Der Kontakt der NK-Zelle mit der Fc-Region des 1gG-

Molekiils initialisiert eine Reaktion, die zur Sekretion bestimmter Substanzen fiihrt (Perforine,

Granzyme), durch die eine IgG-dekorierte Zelle zerstort werden kann (zytotoxischer Effekt)

(Abb. 7)
nur IgG

Abb. 7 ADCC-Prinzip

(Quelle: http://www.medizin.uni-greifswald.de/immun/ broschuere marseille.html, mit
Modifikationen).

Spezifische IgG-Molekiile erkennen Epitope auf der Zielzelle. Mit den Fab-Fragmenten des
Molekiils binden sie an die Epitope der Zelle. Danach interagieren die Fc-Fragmente des IgGs
mit einem Fc-Rezeptor einer NK-Zelle, was zur Aktivierung der NK-Zelle mir der nachfolgenden
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Synthese und Freisetzung spezifischer zytolytischer Substanzen wie Granzyme, Perforine fiihrt
und damit wird die Zielzelle lysiert.

Da die Hauptrolle der NK-Zellen die Erkennung und Zerstérung infizierter Zellen ist, wurden
Studien unternommen, die eine Abhidngigkeit der Funktionalitit der NK-Zellen von der
Expression der Fcy-Rezeptoren demonstrieren. So wurde gezeigt, dass NK-Zellen auf ihrer
Oberfliche geringe Mengen CD56, kein CD3 und sehr groBe Mengen CD16 aufweisen (CD3"
CD56"™CD16™™). Diese Zellen zeigen auch die hichste zytolytische Aktivitit. Die meisten
transplantierten Patienten sind in der Lage diesen Zelltyp zu produzieren. Es gibt jedoch eine
Gruppe von Patienten (ca. 35%), die vier Monate nach einer Transplantation eine andere
Kombination der oben genannten Rezeptoren aufweist, und zwar CD56™" CD16™ (Gottschalk et
al., 1990). Diese Zellen haben eine schwichere zytolytische Aktivitdt, obwohl diese Aktivitét
jedoch nach einer Behandlung mit IL-2 verstirkt werden kann (Jacobs et al., 1992).

1.3.3 Antikérper und CMV-Infektion

1.3.3.1 Neutralisierende Antikorper

Die Bedeutung und Rolle der neutralisierenden Antikdrper in der HCMV-Infektion sind bis jetzt
nicht klar.

Es gibt fundierte Hinweise fiir die Effektivitit von Antikorpern gegen MCMV im Falle der
Verwendung von polyklonalen anti-MCMV-Antikorpern. Diese Antikorper konnen infizierte
Mause (Mus musculus) vor einer letalen MCMV-Dosis schiitzen (Rapp et al., 1993; Shanley et
al., 1981). Es wurde experimentell nachgewiesen (Jonjic et al., 1994), dass B-Zell-defiziente
Maiuse mit einer latenten MCMV-Infektion nach einer zusétzlichen Immunsuppression einen
100- bis 1000-fach héheren MCMV-Virustiter als Kontrolltiere aufweisen, und dass die
Transfusion von antikOrperhaltigem Immunserum den B-Zell-defizienten Mé&usen zur
Verminderung des Virustiters verhalf. Es wurde aullerdem beschrieben, dass Antikorper eine
Reaktivierung nicht vermeiden konnen, die Infektion wurde jedoch durch die Antikdrper auf das
Organ, in dem die Reaktivierung anfinglich stattgefunden hatte, begrenzt (Reddehase et al.,
1994). Andere Autoren haben gezeigt, dass eine Verwendung von monoklonalen Antikorpern, die
gegen verschiedene Strukturproteine von MCMV gerichtet sind, zu einer signifikant niedrigeren
Sterblichkeit bei der Infektion der Méuse fiihrte (Farrell and Shellam, 1991). Es ist aber
anzumerken, dass dabei keine direkte Korrelation zwischen den in vivo und in vitro-
neutralisierenden Kapazititen dieser Antikorper festgestellt wurde: Die Autoren haben gefunden,

dass die Antikdrper, die in vitro keine neutralisierenden Kapazititen zeigten, trotzdem protektive
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Eigenschaften in vivo besallen. Aullerdem wurden auch organspezifische Unterschiede bei der
Wirkung von Antikdrpern beobachtet. So waren Antikorper in der Leber bei BALB/c und
C57BL/10 Maiusen antiviral wirksam, wobei eine direkte Korrelation zwischen den in vitro-und
in vivo Befunden beobachtet wurde. Dabei wurde aber auch festgestellt, dass die selben
Antikorper keine Wirkung auf den MCMV-Virustiter in den Milzen von BALB/c-Méusen hatten
(Farrell and Shellam, 1991). Ein weiterer Befund zeigt, dass die Antikorper, die fiir ihre in vitro-
Funktion Komplement benétigten, vergleichbar effizient bei Méusen waren, die ein Defizit des
C5-Komponents des Komplimentsystems hatten. Die Befunde dieser Autoren lassen uns also
schlussfolgern, dass

1) neutralisierende Antikorper grundsitzlich protektive Effekte in vivo besitzen

2) es aber nicht immer eine direkte Korrelation zwischen der in vivo und in vitro-Effizienz

gibt
3) es organspezifische Besonderheiten der antiviralen Wirkung gibt

4) es unterschiedliche Effektormechanismen in vivo und in vitro gibt.

Abweichend von den oben beschriebenen Daten sind die Hinweise fiir eine entscheidende
Bedeutung von neutralisierenden Antikorpern wihrend der HCMV-Infektion nicht eindeutig. Ein
potentielles Indiz, das eine Wirkung von Antikorpern hitte aufzeigen konnen, ist die klinische
Vergabe von Immunglobulinpréparationen. Es wurde gezeigt, dass selbst 20 Jahren nach der
klinischen Anwendung keine beweiskriftigen Argumente fiir eine Wirkung der Priparate
demonstriert werden konnten (Sokos et al., 2002). Eine Verwendung von monoklonalen
Antikorpern gegen das Glykoprotein H (gH) bei Patienten mit Stammzelltransplantation hat keine
statistisch signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe ergeben (Boeckh et al., 2001).

Diese Disparititen zwischen der experimentell bewiesenen Effizienz der Antikorper im
Tiermodell und der Ineffizienz unter klinischen Bedingungen kdnnen moglicherweise erklart
werden: So wurde gezeigt, dass verschiedene Immunglobulinpridparationen gar keine signifikante
Neutralisationswirkung gegen HCMV hatten (Schmitz and Essuman, 1986), wobei auflerdem die
absolute Menge von applizierten HCMV-spezifischen Antikorpern in den kommerziellen
Priparationen relativ gering war und der Titer der neutralisierenden Antikorpern zwischen 1:14
und 1:43 nachgewiesen wurde, so dass erst eine Infusion von erheblichen Pridparatmengen zu
einer anti-HCMV-Wirkung hitte fiihren konnen (Filipovich et al., 1992). Ein wesentlicher
Befund dabei ist, dass bei transplantierten Patienten mit einer HCMV-Infektion eine starke
Bildung von den eigenen neutralisierenden Antikérpern (NT-Titer zwischen 1:500 und 1:2000)
beobachtet wird. Der wichtigste Befund ist, dass der Antikorpertiter mit der Abwesenheit von

33



Virus korreliert und die Antikorper Patienten also vor einer HCMV-Infektion schiitzen scheinen
(Schoppel et al., 1998).

Hinsichtlich der Ursachen, die eine in vivo-Ineffektivitit der Antikdrper verursachen konnten,
wire auch die immunologische Heterogenitét verschiedenen HCMV-Stimmen zu nennen (Mach,

2006).

1.3.3.2 Zytotoxische Antikorper

Unter zytotoxischen Antikorpern versteht man Antikorper, die Zielzellen destruieren, z.B. iiber
Fcy-Aktivierung oder Komplement. Nach Bindung an das Pathogen rekrutieren sie iiber den Fc-
Teil Effektormechanismen, so konnen diese Antikorper nach der erfolgreichen Bindung an
Antigene auf der Oberflache von infizierten Zellen Fc-Rezeptor-tragende Zellen wie z.B. NK-
Zellen rekrutieren und aktivieren. Die zytotoxische Wirkung geht dann letztendlich von der
rekrutierten Immunzelle aus. Das Vorhandensein und die Rolle von NK-Zellen fiir die
antikGrperabhédngige Zytotoxizitit wihrend einer MCMV-Infektion wurden bereits beschrieben
(Manischewitz and Quinnan, 1980). Im Mausmodell wurden Titer der zytotoxischen und
neutralisierenden Antikorper wéihrend einer MCMV-Infektion gemessen, und es wurden deutlich
hohere Titer von zytotoxischen Antikdrpern im Vergleich zu neutralisierenden Antikdrpern
nachgewiesen. Die Autoren betonen, dass NK-Zellen und antikdrperabhingige Zytotoxizitét bei
der Kontrolle der MCMV-Infektion eine wichtige Rolle spielen.

Obwohl bekannt ist, dass die antikorperabhingige Zytotoxizitit bei der Infektionskontrolle
wichtig ist, ist diese Frage hinsichtlich der HCMV-Infektion noch unbeantwortet.

Wie schon erwéhnt wurde, wird das ADCC-Phanomen von den Fcy-Rezeptoren vermittelt. Es ist
bekannt, dass Fcy-Rezeptoren nicht nur auf der Oberfliche von NK-Zellen, sondern auch auf
zytotoxischen Lymphozyten priasentiert werden. Es wird aber berichtet, dass diese Expression im
Vergleich zu NK-Zellen schwicher ausgeprigt ist, obwohl eine Subpopulation von den T-
Lymphozyten mit einer relativ hohen CD16-Expression auf der Zelloberfliche gefunden wurde
und eine mogliche Beteiligung dieser Subpopulation in verschiedenen physiologischen sowie
autoimmunen Prozessen unterstrichen wurde (Clemenceau et al., 2008). Trotz der Anwesenheit
dieser Fc-Rezeptoren auf der Oberfliche dieser CTLs spielen sie scheinbar keine entscheidende
Rolle fiir die antikdrperabhingigen Mechanismen der Immunabwehr. NK-Zellen, die die héchste
Expression dieser Rezeptoren zeigen, sind fiir die ADCC-Funktion entscheidend. Die Bedeutung
der antikdrperabhéngigen Zytotoxizitdt wurde iiberzeugend nachgewiesen (Clemenceau et al.,

2006).
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SchlieBlich muss man auch die folgende Arbeit iiber Antikdrper erwdhnen, in der demonstriert
wurde, dass eine Transfusion von CMV-spezifischen B-Zellen in T- und B-Zelldefiziente Méuse
eine signifikante Reduktion des Virustiters verursacht hat. Wesentlich war, dass diese Effekte in
der Abwesenheit von T-Zellen beobachtet wurden und unter Umstinden ADCC-abhingig sind
(Klenovsek et al., 2007).

Eine offensichtliche Korrelation zwischen dem Niveau der neutralisierenden Antikorper und
Antikorpern, die am ADCC-Phidnomen beteiligt sind, ist nicht gegeben, so dass Messungen der
Gesamtmenge an IgG iiber ELISA und Messungen des Neutralisationstiters keine Auskunft tiber
die Menge an vorhandenen ADCC-auslosenden IgG-Molekiillen geben. Es ist wichtig
hervorzuheben, dass infizierte Zellen auf ihrer Oberfliche ein anderes Repertoire an viralen
Proteinen exprimieren als freie Virionen auBerhalb der Zelle (Klenovsek et al., 2007). Es werden
also zwei verschiedene Antikorperpopulationen angenommen: Viruspartikel-reaktive und solche,
die gegen infizierte Zellen gerichtet sind. Deshalb konnen Divergenzen zwischen dem
Neutralisationstiter (hier wirken nur Partikel-reaktive Antikorper) und dem Titer der

zytotoxischen Antikorper und Disparitdten zwischen in vitro und in vivo — Effizient entstehen.
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2 Ziel der Arbeit

Moderne diagnostische Methoden ermoglichen sowohl einen Virus-, als auch einen Virus-
spezifischen Antikdrpernachweis durchzufiihren. In der Vorbereitungsphase einer PBSCT muss
festgestellt werden, ob Empfinger und Spender HCMV-positiv sind. Wihrend einer
Virusreaktivierung kann das mittels PCR festgestellt und quantifiziert werden. Die Methode ist
sehr sensitiv, spezifisch und ermdglicht, in manchen Fillen auch eine asymptomatische,
subklinisch ~ verlaufende Infektion nachzuweisen. Gesunde Stammzellspender haben
normalerweise keine PCR-nachweisbare HCMV-Virdmie.

Um den HCMV-Serostatus zu bestimmen, kann ein IgG-Antikdrpernachweis mittels ELISA
(enzyme-linked —immunosorbent assay) durchgefiihrt werden. Der ELISA bestimmt
definitionsgemdl alle HCMV-spezifischen IgG-Antikorper, die ein immobilisiertes HCMV-
Antigen binden konnen. In der Regel wird ein Zelllysat HCMV-infizierter Fibroblasten als
Antigenquelle eingesetzt. Funktionelle Charakteristika der Antikorper (wie z. B. Neutralisation,
zytotoxische Wirkung oder Komplementaktivierung) werden dabei nicht erfasst. Das bedeutet,
dass der IgG-Titer praktisch einen Gesamtwert aller IgG-Antikorper mit CMV-Spezifitit
darstellt. Es gilt jedoch als gesichert, dass diese jeweiligen IgG-Effektor-Funktionen eine
entscheidende Rolle in der Immunkontrolle von Viren spielen. Da HCMV nach
Stammzelltransplantationen relativ haufig reaktiviert, war das Ziel der Studie, unterschiedliche
Antikorperfraktionen mit unterschiedlichen immunologischen Funktionen zu untersuchen.
AuBlerdem sollte das Verhiltnis dieser Antikorper wihrend den verschiedenen Infektionsphasen
nach der Transplantation zeitlich erfasst werden. Im Mittelpunkt der Arbeit steht der
Antikorpernachweis  mittels eines in der Arbeitsgruppe neu entwickelten Fcy-
Rezeptoraktivierungs-Testverfahrens, das es ermdglicht, eine spezifische funktionelle Klasse von
Fcy-Rezeptor-aktivierenden Antikdrpern nachzuweisen. Eine Untersuchung dieser Klasse von
Antikérpern in der Virusinfektion ist bis dato noch niemals vorgenommen worden. In der
aktuellen Arbeit wurde eine Antikorperfraktion fiir die Aktivierung des CD16-Fcy-Rezeptors
parallel mit dem klassischen ELISA-Antikorpernachweisverfahren untersucht. Exemplarisch
wurden die Werte mit Neutralisationsexperimenten verglichen.

Die in der Studie erhaltenen Daten sollten zur Hypothesengenerierung beziiglich der Rolle
HCMYV-spezifischer, FcyR-aktivierender IgG-Antikorper dienen und so die Grundlage fiir eine
anschlieBende prospektive Studie bilden.
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2.1 Arbeitsplan

Es wurde bei den ausgewihlten Patienten die folgenden Parameter untersucht:
-  HCMV-Virimie (PCR-Nachweise der HCMV DNA-Genomkopien)
- Anti-HCMV-Gesamtantikorpertiter (HCMV-IgG Nachweis per ELISA);
- CDl6-aktivierenden Antikorpertiter (Fcy-Rezeptoraktivierungs-Testverfahren, BW-
Assay);

- Neutralisierende Antikorper (Neutralisationstest).

AuBlerdem wurden klinische Informationen, wie z.B. Dauer der Virdmie, GvHD (Graft-versus-
Host-Disease), Behandlung (Virostatika, Immunglobulinpriaparationen) gesammelt.
Wichtige Kriterien fiir die Patientenauswahl waren die folgenden Parameter:

- Nachweise einer HCMV-Infektion in der Anamnese;

- Nachweis einer,,virimischen* Phase nach der Transplantation;

- Das Vorhandensein einer ,,postvirdmischen‘ Phase nach der Transplantation.
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3 Materialien und Methoden
3.1

Materialien, Geriite

3.1.1 Zellkulturen

Tab. 1 Verbrauchsmaterialien, Reagenzien, Medien, Geriite

Name

Hersteller/Firma/Land

Zellkulturflaschen

Zellkulturflaschen 175 ¢cm”

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Zellkulturflaschen 75 cm’

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Zellkulturplatten

96-Vertiefung-Platten

TPP, Trasadingen, Schweiz

Zentrifugenrohrchen

Falcon R6hrchen, 15 ml

Greiner bio-one, Deutschland

Falcon R6hrchen, 50 ml

Greiner bio-one, Deutschland

Rohrchen 1,5 und 2,0 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipetten , Stripetten, Spitzen

Glaspipetten 5, 10 ml

Hirschmann EM, Techcolor, Germany

Stripetten 5, 10, 25 ml

Costar, Corning, USA

Einkanalpipetten 1-10, 2-20, 50-200, 200-
1000 uL

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mehrkanalpipetten 10-100, 30-300 pL

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen Starlab, Ahrensburg, Deutschland
Pasteurpipetten Brand, Wertheim, Deutschland
Geriite
Werkbank Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
HERA safe
Vakuumpumpe Vacuubrand, Wertheim, Deutschland
Inkubator Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
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Mikroskop Nicon ECLIPSE TS 100 China

Neubauerzdhlkammer Welabo, Diisseldorf, Deutschland

Vortexer VWR, Darmstadt, Deutschland

Zentrifuge Eppendorf, Deutschland

Einfriercontainer Nalgene Labware, Rochester, NY, USA
Zellkulturmedien/Zusatzstoffe

D-MEM GibcoBRL, Life Technologies, Paisley, UK

RPMI GibcoBRL, Life Technologies, Paisley, UK

FCS (foetal calf serum) GibcoBRL, Life Technologies, Paisley, UK

PBS (Phosphate Buffered Saline )

GibcoBRL, Life Technologies, Paisley, UK

Penicillin/Streptomycin, 10.000 U/ml

GibcoBRL, Life Technologies, Paisley, UK

Trypsin

GibcoBRL, Life Technologies, Paisley, UK

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth Gmbh+Co, Karlsruhe

3.1.2 Methodenverbrauchsmaterialien, Gerite, Software

3.1.2.1 PCR

Tab. 2 EZ 1 DNA Blood 200 pl KIT (Qiagen)

Reagenzien - Kassetten Qiagen
Filter — Tips Qiagen
Probenr6hrchen (Sample tubes) Qiagen
Elutions — Rohrchen (Elution tubes) Qiagen

Verbrauchsmaterialien

Optical caps (8 Caps/Strip)

Applied Biosystems, Foster, CA, USA

Certified Rigid Thin wall skirted microplates

Starlab, Ahrensburg, Deutschland

Certified 0,2 ml Optically Clear 8 Strip

Starlab, Ahrensburg, Deutschland

Micro Amp splash free support base

Applied Biosystems, Foster, CA, USA

TipOne Filterpipettenspitze 20 pl

Starlab, Ahrensburg, Deutschland

TipOne Filterpipettenspitze 200 pl

Starlab, Ahrensburg, Deutschland

Filterpipettenspitze 1000 pl

Starlab, Ahrensburg, Deutschland
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Costar Reagent Reservoirs Corning Incorporated, USA

PP — Test — tubes 15 ml Greiner bio-one, Deutschland

Blue Max 50 ml Polypropylene Conical Tube | BD Biosciences

12 — Kanal — Pipette 10 — 100 pl Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sample tubes (2 ml) Qiagen

Testunabhiingige TagMan®-PCR—-Reagenzien

Aqua ad iniectabilia Braun, Melsungen, Deutschland

Minimum sterile Buffer (1 mM Tris — HCI pH | In-house-Protokoll
8/0,01 mM EDTA)

Universal — Master - Mix Applied Biosystems, Foster, CA, USA

Tab. 3 ”Supermix” (Endkonzentrationen)

Komponente Konzentration

2x TagMan Universal Master-Mix -

Primer R 300 nM
Primer F 300 nM
Sonde 200 nM
Uracyl-N-glycosylase (UNG) 0,5U

Testspezifische TagMan®-PCR — Reagenzien

Tab. 4 CMV TaqgMan®-PCR (Biomers, Deutschland)

Primer, Sonde | Name Sequenz

F-Primer CMV-Pol-F | TCT GCA GGA CGC CGT ATT G

R-Primer CMV-Pol-R | GCC CCG GCCTCGTAGT

Sonde CMV—Pol-pr | FAM-TGCGCGATCTGTTCAACACCATTAATTTT-
TAMRA

Tab. 5 Beta — Actin TagMan®-PCR (Biomers, Deutschland)

Primer, Sonde | Name Sequenz
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F-Primer Beta—act5 | TAA GTA GGC GCA CAG TAGGTCTGA A
R-Primer Beta—act3 | GAA AGT GCA AAG AAC ACG GCT AAG
Sonde Beta actin | FAM—-AGA CTC CCC ATC CCA AGA CCC CA-TAMRA

Tab. 6 Geriite, Software

Thermocycler Applied Biosystems, Foster, CA, USA
TagMan-Real-Time  Thermocycler 7500
SDS

7500 Real Time PCR Sytem Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

3.1.2.2 IL-2 ELISA

Tab. 7 Verbrauchsmaterialien, Reagenzien

Name Hersteller/Firma/Land
Platten
Maxisorp NUNC Danmark
Antikorper

Purified rat anti-mouse 1L-2, 0,5 mg, 1,0 ml

BD Biosciences Pharmingen

Biotin rat anti-mouse 1L-2, 0,5 mg, 1,0 ml

BD Biosciences Pharmingen

Chemikalien/Zusatzstoffe

Tween-20 SIGMA-ALDRICH CHEMIE, GmbH,
Steinheim, Deutschland

PBS. Phosphate Buffered Saline (Dulbecco | OXOID LIMITED; HAMPSHIRE;

A, 100 Tablets) ENGLAND

FCS (foetal calf serum)

GibcoBRL, Life Technologies, Paisley, UK

Na,HPOy, (di-Natriumhydrogenphosphat)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Citric acid

Merck, Darmstadt, Deutschland

TMB (3,3, 5,5 -Tetramethylbenzidine

SIGMA-ALDRICH  CHEMIE, GmbH,

Steinheim, Deutschland

Peroxidase-conjugated Streptavidin

Jackson ImmunoResearch  Laboratories,
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INC., USA

Schwefelsidure

Karl Roth, GmbH+Co KG,
Deutschland

Karlsruhe,

Wasserstoffperoxyd (H,0,)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe

3.1.2.3 AEC-Firbung

Tab. 8 Verbrauchsmaterialien, Reagenzien

Name Hersteller/Firma/Land
Antikorper
Monoclonal ~ Mouse  Anticytomegalovirus | Dako, Glostrup, Denmark

Clones CCH2+DDG?9, 1,0 ml

Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-
Mouse IgG (H+L), 2,0 ml

Jackson ImmunoResearch  Laboratories,

INC., USA

Chemikalien/Zusatzstoffe

Methanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumacetat Trihydrat

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe

PBS. Phosphate Buffered Saline (Dulbecco
A, 100 Tablets)

OXOID LIMITED, HAMPSHIRE,
ENGLAND

Wasserstoffperoxyd (H,0,)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe

Milchpulver

3-amino-9-cthyl-carbazole (Tabletten) SIGMA-ALDRICH CHEMIE, GmbH,
Steinheim, Deutschland

Dimethylformamide SIGMA-ALDRICH CHEMIE, GmbH,

Steinheim, Deutschland

3.1.2.4 ELISA

Tab. 9 Enzygnost anti-CMV/IgG-Kit

Enzygnost  Anti-CMV/IgG

beschichtet mit inaktivierten CMV-Antigenen

(Testplatte,

aus humanen Fibroblasten)

Dade Behring, Marburg, Deutschland
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Anti-Human-IgG/POD-Konjugat (vom

Kaninchen)

Dade Behring, Marburg, Deutschland

Anti-CMV-Referenz P/N (human IgG)

Dade Behring, Marburg, Deutschland

Proben-Puffer POD (Tris-Puffer)

Dade Behring, Marburg, Deutschland

Konjugat-Puffer =~ Microbiol. ~ (Phosphat-
Puffer)

Dade Behring, Marburg, Deutschland

Geriite

Behring ELISA Processor 111

Marburg, Deutschland

3.1.2.5 Durchflusszytometrie (FACS)

Tab. 10 BD Multitest IMK-Kit

BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4-Reagenz
in 1 ml gepufferter Kochsalzlosung mit 0,1%

Natriumazid

BD Biosciences

BD Multitest CD3/CD16 +
CD56/CD45/CD19-Reagenz in 1 ml
gepufferter ~ Kochsalzlosung mit  0,1%

Natriumazid

BD Biosciences

BD Multitest IMK — Kit Lysing Solution, 10-
fach  konzentriert, eine firmeneigene,
gepufferte Losung, die <15% Formaldehyd
und <50%Diethylenglykol enthélt

BD Biosciences

Geriite

Sysmex KX-21 N

Deutschland GmbH

FACS Calibur BD Biosciences
Software
MultiSet'™ BD Biosciences
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3.2 Methoden
3.2.1 Zellkulturen und Patientenmaterial

3.2.1.1 Zellkultivierung

Fiir alle Experimente wurden folgende Zellen verwendet.

MRC-5 Zellen
Diese Art von Zellen (ATTC CCL-171) wurde in allen Experimenten als Zielzellen verwendet. Es

handelte sich um embryonale humane Lungenfibroblasten, die zu den adhérenten Zellen gehoren.
Beim Mikroskopieren haben die Zellen eine lidngliche Form mit einem gut erkennbaren Kern.
Zwischen den Zellen einer dichten Kultur kann man homogene interzelluldre Zwischenrdume
beobachten. Als Zellkulturmedium fiir diese Zellen wurden D-MEM mit zugesetzten 10%
fotalem Kilberserum (foetal calf serum) und Penizillin (100 Einheiten/ml) und Streptomycin
(100 pg/ml) verwendet (Reagenzien, Medien und Zusatzstoffe sieche in der Tab. 1). Die Zellen
wurden normalerweise 1:2 bis 1:5 gesplittet. Hohere Relationen wurden nicht durchgefiihrt, da
die wachsenden Zellen sonst keine guten Zellkontakte untereinander hatten, was zu einer
Inhibition des Wachstums und zum Sterben der Zellen fiihren konnte. Vor dem Zellsplitten
wurden die Zellen mikroskopisch untersucht. Nur die Zellen, die dicht genug waren (nicht
weniger als 70-80 % der Fliache der Zellkulturflasche) und keine nachweisbare Strukturdefekte
hatten, wurden verwendet. Die Zellen, die Strukturdefekte hatten (Apoptose, alte Zellen), wurden
verworfen. Die Zellen wurden zweimal mit jeweils 10 ml PBS gewaschen, dann mit 3-5 ml 1:5
verdiinnten Trypsin kurz behandelt und nach dem Absaugen des Trypsins 3 — 5 Minuten im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nachdem die Zellen leicht ablosbar waren, wurden sie im 10 ml
D-MEM resuspendiert. Danach wurden die Zellen in eine neue Flasche umgesetzt oder auf
Zellkulturplatten ausgesdt und im Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden jeden Tag
mikroskopisch untersucht. Das Medium wurde bei Bedarf gewechselt. Das Zeichen der
Notwendigkeit des Mediumersatzes war ein Farbumschlag des im Medium enthaltenen
Indikators. In diesem Fall wurde das Medium entweder gewechselt oder frisches Medium addiert.
BW-Transfektanten.

Die BW 5147 (ATTC TIB47) sind eine Suspensionszelllinie (Mausthymomzellen), die mit den
entsprechenden chiméren Fcy-Rezeptor DNA-Konstrukten (CD16, -32, -64) transfiziert worden
sind (Corrales-Aguilar, 2008). Als Medium wurde RPMI mit Zusatz von 10% FKS und Penizillin
(100 Einheiten/ml) /Streptomycin (100 pg/ml) verwendet. Die Zellen wurden normalerweise in
75 cm® oder 175 cm® Zellkulturflasche expandiert. Sie wurden jeden Tag mikroskopisch

untersucht und alle 2-3 Tage umgesetzt. Mikroskopisch hatten die Zellen eine abgerundete Form,
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mit entweder klarem oder unscharf begrenztem Kern. Die Zellgrof3e hat variiert. Wegen der guten
Wachstumskapazitit der Zellen wurden sie relativ lange in Kultur behalten (bis zu einem Monat).
Langer wurden die Zellen nicht verwendet, weil die Fcy-Rezeptorexpressionskapazitit iiber die
Zeit schwicher wurde (unpublizierter Befund der Arbeitsgruppe). Als Orientierungspunkt fiir den
Mediumwechsel wurden das Verfarben des Mediums oder eine leichte Eintriibung des Mediums
wegen der Zellenvermehrung herangezogen. Die Zellen wurden resuspendiert, und dann 1:3 — 1:5

in eine neue Flasche umgesetzt.

3.2.1.2 Zellziihlung in der Neubauer-Zihlkammer

Vor der Zellzéhlung wurde das alte Medium aus der Flasche abgesaugt, die Zellen wurden mit 10
ml PBS gewaschen und mit dem 1:5 verdiinnten Trypsin abtrypsiniert. Nach der kurzen (3 — 5
min) Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen in 10 ml Medium resuspendiert und 1 ml der
Suspension wurde in ein ,,Falcon“-Rohrchen {iiberfithrt. Dazu wurde 3 ml frisches Medium
zugegeben. Das Deckglas der Zihlkammer und das Glas fiir die Zellmischung wurden mit 70%
(v/v) Ethanol gereinigt und anschlieBend getrocknet. 10 pl der Zellsuspension und 10 pl
Trypanblau wurden gemischt, um die tote Zellen anzufdrben. Das Deckglas wurde an die
Kammer angepasst, so dass Newtonringe zu sehen waren. 10 pl der Zellsuspension (mit
Trypanblau) wurden unter das Deckglas pipettiert und nach 1 min wurden die Zellen gezihlt. Die
Zellen, die eindeutig blau gefarbt waren (tote Zellen), wurden nicht beriicksichtigt. Es wurden
vier groBen Quadraten ausgezéhlt. Die Zellzahl wurde mit 2 multipliziert (10 pl Zellsuspension +

10 pl Trypanblau). Der Wert hat die Zellzahl x 10* je ml Ausgangssuspension angegeben.

3.2.1.3 Cryokonservieren von Zellen

Grundsatzlich wurden nur Zellen eingefroren, die eine fiir Gesundheit sprechende Morphologie
zeigten. Die Zellen wurden wie in dem Kapitel 3.2.1.1 behandelt. Wenn nétig (adhérente Zellen),
wurden die Zellen abtrypsiniert und anschlieend in 10 ml Medium resuspendiert. Die Zellen
wurden in ein 15 ml Rohrchen iiberfiihrt. Das Rohrchen wurde fiir 5 min bei Raumtemperatur
und 184 g zentrifugiert. Wihrend dieser Zeit wurde die Einfrierlosung (90% FKS mit 10 %
DMSO jeweils (v/v)) vorbereitet. Danach wurde der Uberstand der Zellen dekantiert, die Zellen
in der Einfrierlosung resuspendiert und in die Einfrierrohrchen ausgehend von 1 ml der

Einfrierlosung pro Rohrchen verteilt. Die Zellen wurden dann in einem Einfriercontainer platziert
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und 24 h bei -80°C gelagert. Am nichsten Tag wurden die Zellen aus dem Einfriercontainer in

fliissigen Stickstoff (-180°) tiberfiihrt.

3.2.1.4 Auftauen von Zellen

Die Einfrierréhrchen mit den Zellen wurden aus dem fliissigen Stickstoff entnommen und ziigig
in einem warmen Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Sobald die Zellsuspension fliissig wurde,
wurden die Zellen in ein 15 ml Roéhrchen tiberfiihrt, es wurden 5 — 10 ml vorgewarmtes (37° C)
Medium zugesetzt und die Zellen wurden bei Raumtemperatur, 184 g 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde danach dekantiert und verworfen, die Zellen wurden in frischem Medium
resuspendiert, in eine Zellkulturflasche tiberfiihrt und im Brutschrank bei 37°C bis zum néichsten
Tag inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Zellen mikroskopisch untersucht und bei Bedarf
wurde das Medium gewechselt (im Falle von MRC-5-Zellen) oder die Zellen wurden umgesetzt

(im Falle der BW-Zellen).

3.2.1.5 Serenvorbereitung

Rohrchen mit Vollblut wurden zwischen 1562 und 1885 g bei Raumtemperatur fiir 10 min
zentrifugiert. Die Serumrdhrchen wurden beschriftet. Nach 10 min wurde das Serum mit einer
Pasteurpipette entnommen, ohne Zellen am Boden des Rohrchens mitaufzunehmen, anschlieBend
wurde das Serum bei -20°C eingefroren. Fiir BW-Assays sowie fiir den Neutralisationstest wurde
das Komplement durch eine 30-miniitige Inkubation bei 56°C Hitze-inaktiviert. Kontrollen

(Cytotect®, ein HCMV-negatives Serum) wurden derselben Prozedur unterzogen.

3.2.2 Nachweisverfahren
3.2.2.1 Nachweis der HCMV-Virimie

3.2.2.1.1 PCR (Polymerase-Kettenreaktion, polymerase chain reaction)

Die PCR wurde durch MTAs der diagnostischen Abteilung des Institutes fiir Virologie, HHU
durchgefiihrt (Komponenten fiir die PCR-Analyse siehe in den Tab. 2-6).
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3.2.2.1.1.1 Das Prinzip des Nachweises

Das Ziel der PCR-Analyse im Fall einer Infektionserkrankung ist, das Vorhandensein des
Erregers in einer biologischen Probe nachweisen zu konnen. Das Prinzip der Methode basiert auf
den Nachweis einer zum Erreger gehorenden Nukleinsdure (DNA oder RNA). Um die ,,fremden*
DNA-Molekiile nachzuweisen, werden in die Reaktion 2 Primer eingesetzt. Die Primer enthalten
Nukleotidensequenzen, die zu einer DNA-Region des Erregers komplementdr sind. Wenn die
gesuchte DNA-Sequenz bzw. der gesuchte Erreger in der Probe vorhanden sind, so werden die
Primer mit der komplementiren Sequenz hybridisiert und das dadurch umschlossene
Genabschnitt durch eine DNA-Polymerase vervielfdltigt (amplifiziert). Dann werden die
amplifizierten DNA-Kopien entweder durch eine Gel-Elektrophorese (qualitative PCR) oder
durch RT-PCR (real time PCR, quantitative PCR) nachgewiesen und bzw. quantifiziert.

Alle in dieser Arbeit beschriecbenen PCRs wurden mittels RT-PCR (Real-time PCR)
durchgefiihrt, was eine Quantifizierung der nachgewiesenen DNA-Kopien ermdglichte und somit

die Schwere der HCMV-Virdmie sowie ihre Dynamik {iber die Zeit verglichen werden konnte.

3.2.2.1.1.2 Durchfiihrung des Nachweisverfahrens

Das Blut wurde den Studienpatienten sowie den Probanden der Kontrollgruppe in ein mit EDTA
behandeltes Rohrchen abgenommen. 200 pl Probe wurden in 2 ml Probenrdhrchen pipettiert und
auf Raumtemperatur gebracht. Die Proben wurden dann in einem automatischen
Nukleinsdureextraktor binnen 15 min eluiert. Die DNA-Extraktion erfolgte dabei iiber die
Bindung der viralen Nukleinsdure an silicabeschichtete Magnetpartikel. Danach wurden 5 pl der
eluierten Patientenprobe und der Kontrollen in ein Reaktionsgefaf3 pipettiert und 45 pl Supermix
(Tab. 3) zugegeben. Die Amplifikation erfolgte dann im Thermocycler 7500 (Applied
Biosystems) iiber ca. 1h 40 min.

Da im Fall der Bestimmung der HCMV-Genomkopien die DNA aus der Leukozytenfraktion des
Blutes extrahiert wurde, war es wichtig zu wissen, aus wie vielen Leukozyten die nachgewiesene
Zahl der Virusgenomkopien stammte. Dazu wurde die virale DNA-Menge mit dem Haushaltsgen
B-Actin verglichen. Das B-Actin wurde liber eine gleichzeitige, parallel ausgefiihrte TagMan®
PCR quantifiziert. Jeder absoluter Wert der Genomkopien, der bei der Messung erhalten wurde,
wurde auf den B-Actin-Wert bezogen und mittels der folgenden Formeln in Kopien pro pg DNA

berechnet.

1. Berechnung des DNA-Gehalts einer Probe:
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333 Kopien beta — actin entpricht 1 ng DNA

D.h 1 ng DNA = Beta-actin-Kopien/333

2. Berechnung der Kopien/pg DNA:

K/ug DNA = (Spezifische Kopien/ng DNA) x 1000

AuBerdem wurden in jedem Test auch Standards mit dem gleichen Protokoll mitgefiihrt. Die
Standards enthalten Virusplasmide mit einer Gesamtkopienzahl 5000, 500 und 50 Kopien. Mit
der Software des Herstellers ist es moglich, anhand der mit diesen Standards berechneten

Standardkurve die untersuchten Proben zu quantifizieren.

3.2.2.2 Antikorpernachweisverfahren

3.2.2.2.1 Nachweis CD16-aktivierender Antikorper

Die Methode wurde im Institut fiir Virologie der Heinrich-Heine-Universitit erarbeitet und

etabliert.

3.2.2.2.1.1 Das Prinzip des Nachweises

Die Methode ermoglicht es CDl6-aktivierende Antikdrper nachzuweisen und deren
Konzentration in komplexen Losungen (wie z.B. dem humanen Serum) zu quantifizieren. (Abb.

8; Quelle: (Corrales-Aguilar, 2008, mit Modifikationen).
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Virusinfizierte Zelle

BW5147

Effektorzelle

Abb. 8 Fcy-Rezeptoraktivierungs-Testverfahren (BW-Assay)

Ag — Virusantigen
IgG — Immunoglobulin G
cFcy-R — Zelluliirer Fey-Rezeptor

Eine virusinfizierte Zielzelle exprimiert auf ihrer Oberfliche virale Antigene (Ag). Bei der
Inkubation eines Serums, das spezifische Ak (IgG) enthélt, die diese exprimierten Antigene
erkennen konnen, werden die Ak durch die Ag gebunden. Mit der weiteren Kokultivierung mit
den BW5147-Effektorzellen (BW-Zellen) interagieren die Fc-Teile der IgGs mit den auf den
BW-Zellen exprimierten cFcy-Rezeptoren. Die gebildete ,,Briicke* 16st in den BW-Zellen
biochemische Reaktionen aus und fiihrt zu einer IL-2-Produktion. Das IL-2 kann danach per
ELISA quantifiziert werden.

Das Modell reflektiert den physiologischen Prozess der Antikorper-NK-Zellinteraktion. HCMV-
permissive Zellen werden infiziert, wodurch sie bestimmte virale Antigene (Ag) auf ihrer
Oberfliache exprimieren. Diese Antigene konnen durch Antikdrper, in diesem Fall IgG-Ak,
gebunden werden. In der Phase der Inkubation mit den BW-Effektorzellen, interagieren die Fc-
Fragmente von den gebundenen Antikdrpern mit dem chimiren Fcy-Rezeptor (cFcyR) auf der
BW-Zelle, was zur Aktivierung einer biochemischen Reaktionskaskade und letztendlich einer IL-
2-Produktion fiihrt. Der chimdre Rezeptor verbindet dabei die extrazelluliren Ak-
Bindungseigenschaften des zelluldren Fcy-Rezeptors mit einem intrazelluldren Signalmodul

(zeta-Kette) aus der T-Zellrezeptorsignaltransduktion. Es wurden BW-Thymomzellen verwendet,

da diese selbst keinen funktionellen endogenen T-Zellrezeptor exprimieren. Das IL-2 kann
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danach per IL-2 ELISA gemessen werden. Dabei ist davon auszugehen, dass es eine direkte
positive Korrelation zwischen der Menge der zytotoxischen Antikorper bzw. zwischen aktivierten

Rezeptoren auf den BW-Zellen und dem produzierten IL-2 gibt.

3.2.2.2.1.2 Durchfiihrung des Fcy-Rezeptoraktivierungstestverfahren (BW-Assay)

Fir das Testverfahren wurden MRC-5-Zellen, Passage 8-12, als Zielzellen verwendet. Eine
konfluente Flasche MRC-5-Zellen wurde genommen, die Zellen abtrypsiniert und auf eine
Zellkulturplatte (96-Vertiefungen) ausgesit, so dass die Zelldichte am nichsten Tag nicht
weniger als 80% (der Fliache) betrug. Am nichsten Tag wurden die Zellen mikroskopisch
untersucht. Wenn die Zelldichte weniger als 80% betrug, wurden die Zellen einen weiteren Tag
inkubiert. Gleichzeitig wurden die BW-Zellen passagiert. Sobald die MRC-5 Zellen eine fiir die
Infektion passende Dichte hatten, wurden sie mit einem HCMV-Laborstamm infiziert. Fiir die
Experimente wurde der AD169 HCMV-Stamm verwendet. Die Virusinfektionsdosis wurde auf 2
MOI (multiplicity of infection, Vielfachheit der Infektion, Anzahl der potentiell PFU-bildenden
Viren je Zelle) festgelegt. 2/3 jeder 96-Vertiefungshplatte wurden infiziert, was eine 4-fache
Bestimmung fiir jede Probe ermdglichte. 1/3 jeder Platte wurde nicht infiziert (Mock-Zellen) und
ermoglichte, eine Doppelbestimmung fiir jede Probe als Kontrolle. Die Platten wurden danach bei
Raumtemperatur, 738 g zweimal fiir 15 min zentrifugiert (centrifugal enhancement der HCMV-
Infektion, (Osborn, 1968)) und 3 Tage (72 h, ca. ein Infektionszyklus) im Brutschrank inkubiert.
Nach 3 Tagen wurden Seren in D-MEM Medium verdiinnt und es wurde eine Verdiinnungsreihe
fiir jedes Serum angelegt. Die Serumverdiinnung wurde in einer 96-Vertiefungenzellkulturplatte
angelegt (Verdiinnungsplatte). Die Startverdiinnung war fiir alle Seren gleich. Die
Verdiinnungsstufen (jeweils sequentiell 1:2 oder 1:3) hingen davon ab, wie hoch die
Konzentration an Fcy-Rezeptoraktivierenden Antikorpern in einem Vorexperiment war (siche
unten im ,,Vortest™). Die Zahl der Verdiinnungsstufen fiir ein Serum betrug 4 bis 7. Das alte
Medium wurde von der Platte mit den MRC-5-Zellen abgesaugt, die verdiinnten Seren wurden
entsprechend der Reihen aus der Verdiinnungsplatte auf die Zellkulturplatte iibertragen und 30
min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die BW-Zellen vorbereitet;
die Zellen wurden resuspendiert und gezihlt, so dass die Zahl der Zellen je Vertiefung 2 * 10°
betrug. Die notwendige Menge der Zellsuspension wurde aus der Flasche entnommen, in ein 15-
ml-Réhrchen iiberfiihrt und bei Raumtemperatur, 266 g 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und die Zellen wurden in frischem RPMI (ausgehend von 100 pl
Zellsuspension/Vertiefung) resuspendiert.
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Nach der Inkubation der Zielzellen mit den Seren wurden die Seren abgesaugt und mit 100
ul/Vertiefung D-MEM dreimal vorsichtig gewaschen, um ein mogliches Abwaschen der Zellen
zu vermeiden. 100 ul der BW-Zellsuspension wurden in die Vertiefungen pipettiert und die
Platten wurden iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Am selben Tag wurden ELISA-Platten fiir den IL-2-ELISA vorbereitet (Tab. 7; die
Durchfithrung des ELISAs siche im néchsten Kapitel). Primire Antikorper wurden ausgehend
von 10 pl pro Platte in 5 ml Bindungspuffer verdiinnt (1:500 [v/v]) und 50 pl in jede Vertiefung
pipettiert (Abb. 9, Phase 1). Die Platten wurden in Folie eingeschlagen, um eine Verdunstung zu

vermeiden, und bis zum néchsten Tag bei 4°C inkubiert.

3.2.2.2.1.3 IL-2 ELISA (,,Sandwich* ELISA)

Der primére Antikorper wurde aus den (am vorherigen Tag vorbereiteten) ELISA-Platten
entfernt, die Platten wurden mit 100 pl Blockierungspuffer je Vertiefung blockiert und bei
Raumtemperatur fiir 1 h inkubiert. 20 min vor dem Ende der Blockierungsprozedur wurden 100
ul Probenpuffer je Vertiefung auf die Platten mit den BW-Zellen pipettiert (BW-Zelllyse). Nach
der Blockierung wurden die ELISA-Platten dreimal mit 100 ul Waschpuffer je Vertiefung
gewaschen und die Platte abgeklopft. Von jeder Vertiefung der Zellkulturplatte wurden 100 pl
Uberstand entnommen und in die entsprechenden Vertiefungen der ELISA-Platte mit einer
Multikanalpipette iibertragen. Es wurde zusétzlich eine IL-2-Verdiinnungsreihe (0 — 500 pg/ml
IL-2, 50 pl je Vertiefung, Doppeltbestimmung) vorbereitet. Alle Proben wurden danach bei 4°C
iiber Nacht inkubiert.

Am nichsten Tag wurden die Uberstinde verworfen, die Platten wurden 3x mit 100 ul
Waschpuffer je Vertiefung gewaschen und abgeklopft. In jede Vertiefung wurden 50 pl (1:500
[v/v]) des sekunddren Antikdrpers pipettiert und 1-2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der
Waschschritt wurde wiederholt. In jede Vertiefung wurde 50 pul (1:1000 [v/v]) Streptavidin-POD
pipettiert, die Proben wurden exakt 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Platten wurden
3-4-mal gewaschen. In jede Vertiefung wurde 50 ul der Substratlosung pipettiert, die Blau-
Verfarbung verfolgt und nach exakt 4 min wurde die Reaktion mit 50 pl/Vertiefung Stopplosung
(H2SO4, 1M) beendet. Die gelbe Farbe wurde bei 450 nm, Referenzwellenlinge 620 nm

photometriert.
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Abb. 9 ,,Sandwich“ ELISA-Prinzip (Schema)

1 — ELISA-Platte

2 — Primiire Antikorper

3 — Detektierter Stoff (IL-2)
4 — Sekundiire Antikorper

In der ersten Phase werden primédre Ak (2) an eine ELISA-Plastikplatte (1) gekoppelt. In der
zweiten Phase wird eine Probe mit den gekoppelten Ak inkubiert. Falls in der Probe die
entsprechenden Stoffe (3) vorhanden sind, binden sie an die primére Ak und konnen in der dritten
Phase durch mit einem Farbstoff markierten sekundéren Ak (4) detektiert werden.

3.2.2.2.1.4 Auswertung.

Um verschiedene Seren zu vergleichen, wurde fiir dieses Testverfahren ein Signifikanzkriterium
der sog. ,,cut off definiert. Alle Seren wurden so weit verdiinnt, dass sie am Ende einen
Messwert erreichen, bei dem das Serum keinen positiven Wert (iiber dem cut-off) mehr ergab. Da

in jedem Experiment die Mock-infizierten Zellen und ein negatives Serum als Kontrolle mit

52



untersucht wurden, konnte iiber diese Werte der cut-off ermittelt werden. Sobald ein Testserum in
einer Verdiinnung diesen Schnittpunkt erreicht hatte, wurde diese letzte Verdiinnung als
gesuchter (gerade noch positiver) Wert angenommen. Da es sich um eine IL-2-Messung handelte,
wurde dabei eine IL-2-Standardkurve durchgefiihrt. Anhand dieser wurden die Verdiinnungen

mit der IL-2-Menge verrechnet und so die Seren verglichen.

3.2.2.2.2 Neutralisationstest

3.2.2.2.2.1 Das Prinzip des Nachweises

Um einen Titer von neutralisierenden Antikorpern flir ein Serum zu bestimmen, wurde eine
Konzentration resp. eine Verdiinnung bestimmt, die gerade ausreicht, um 50 % der bekannten
Virusmenge zu neutralisieren. Diese Serumverdiinnung (angegeben als 1/x) gibt somit den

Neutralisationstiter an.

3.2.2.2.2.2 Durchfiihrung des Tests

Eine Flasche mit MRC-5-Zellen, Passage 8-12, wurde abtrypsiniert und die Zellen wurden in
einer 96-Vertiefungenzellkulturplatte ausgesit, so dass die Zellkonfluenz am néchsten Tag
ungefdhr 70 — 75 % betrug. Die Zellen wurden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Am nichsten
Tag wurden die Zellen mikroskopisch iiberpriift. Sobald die Zellen die gewiinschte Konfluenz
erreicht hatten, wurde der Neutralisationstest durchgefiihrt. Die Testseren wurden in einer
Zellkulturplatte verdiinnt. Ublicherweise wurden bis 6-7 sequentielle Verdiinnungen mit 1:2
Verdiinnungsstufen durchgefiihrt. Fiir jedes Serum wurde eine 3—fache Bestimmung gemacht
(n=3). Die Seren wurden in die erste Reihe der Verdiinnungsplatte pipettiert, so dass in jeder
Vertiefung 100 pl verdiinnten Serums vorlagen. In alle restlichen Vertiefungen wurden 50 pl je
Vertiefung D-MEM Medium pipettiert. Die Seren wurden anschlieBend verdiinnt. Dabei wurden
die Spitzen nach jedem Schritt gewechselt. Aus der letzten Reihe wurde 50 pl
Serumverdiinnung/Vertiefung entnommen und verworfen, so dass letztendlich in jeder Vertiefung
50 pl verdiinnten Serums vorlagen.

Die HCMV Infektion erfolgte mit dem AD169 HCMV-Stamm. Um eine zéhlbare Anzahl von
Plaques je Zellkulturgefa3 zu erhalten, wurde ein Volumen einer titrierten Virussuspension so
verdiinnt, dass theoretisch 50 PFU in 50 pul D-MEM vorlagen. Die experimentell bestimmten
PFU/Vertiefung lagen zwischen 20 und 120. 50 pl der Virusverdiinnung wurden in jede

Vertiefung der Platte zusammen mit den verdiinnten Seren pipettiert und die Mischung wurde 60-
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80 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das alte Medium aus der
Zellkulturplatte mit MRC-5 Zellen abgesaugt und die Virus-Serummischung wurde mit einer
Mehrkanalpipette in die Zellkulturplatte {berfiihrt. Fiir eine Viruskontrolle wurden in 3
Vertiefungen jeweils 50 ul der Virussuspension ohne Serum pipettiert. Die Platten wurden bei
Raumtemperatur, 738 g, zweimal fiir 15 min zentrifugiert und 2-3 Tage bei 37°C im Brutschrank

inkubiert.

3.2.2.2.2.3 AEC - Firbung
Die AEC-Farbung ermdoglicht es (mit Hilfe von HCMV-spezifischen Antikérpern) HCMV-

infizierten Zellen nachzuweisen. Virale Proteine, die widhrend des HCMV-Infektionszyklus
produziert werden, konnen mittels Antikdrper nachgewiesen werden. Durch eine chemische
Reaktion werden dann die Zellen, die diese Proteine enthalten, gefdrbt und konnen beim
Mikroskopieren erkannt und gezahlt werden (Tab. 8).

Die mit HCMV-infizierten Zellen (siehe ,,Neutralisationstest) wurden nach 3 Tagen mit kaltem
Methanol (-20°C) fixiert: Das Medium wurde abgesaugt, 100 pl Methanol wurde in jede
Vertiefung pipettiert und die Platten wurden bei -20°C mindestens 2 h gelagert. Danach wurde
das Methanol entfernt, die Platten abgeklopft und eine Weile (10-15 min) trocknen gelassen
(Abzug, unter einer Bank). Der primére Antikdrper wurde 1:100 in 1% (w/v) Milchpulver/PBS
verdiinnt. Nachdem die Platten getrocknet waren, wurden sie mit 100 pl PBS/Vertiefung 2-3-mal
gewaschen. In jede Vertiefung wurden 50 pl des verdiinnten Antikorpers pipettiert und die
Platten fiir mindestens 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Antikorper
entfernt und der Waschschritt wiederholt. Sekundédre Antikdrper wurden in 1/200 in 1% (w/v)
Milchpulver/PBS verdiinnt und jeweils 50 pl/Vertiefung zugegeben. Nach 30-miniitiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten mit 100 pul PBS/Vertiefung 2-3mal
gewaschen. FEine Tablette 3-amino-9-ethyl-carbazole (AEC) wurde in 4 ml N-N-
Dimethylformamide gelost, 16 ml Acetatpuffer zugegeben und die Losung anschlieBend
gemischt. Dazu wurde 10 ul H,O; auf 5 ml Substratlosung zugegeben. In jede Vertiefung wurden
50 ul des Substrats pipettiert und mindestens 20-30 min im Dunklen bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde die Farbung mikroskopisch verfolgt. Sobald alle infizierten Zellen gut
gefarbt waren, wurde das Substrat entfernt, die Platten wurden mit 100 ul PBS/Vertiefung
gewaschen und in jeder Vertiefung wurde 100 pl PBS belassen. Die Platten wurden danach bei
4°C gelagert.
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3.2.2.2.2.4 Auswertung

Gefarbte Zellen (Foci) wurden mikroskopisch gezéhlt und mit der Zahl der Kontrollreihe (ohne
Serum) verglichen. Die Kontrollreihe (ohne anti-HCMV Serum) wurde als 100% gesetzt. Die
Serumverdiinnung, bei der die Zahl der Virusfoci 50 % im Vergleich zur Kontrollreihe betrug,

wurde als Neutralisationstiter angenommen und als 1/x angegeben.

3.2.2.2.3 ELISA — Anti CMV-IgG (Enzygnost, DADE Behring)

3.2.2.2.3.1 Das Prinzip des Nachweises

Wie oben bereits erwdhnt wurde, ist der ELISA eine routinemdfig durchgefiihrte Diagnostik-
Methode und wird zurzeit als ,,Goldstandard“ des diagnostischen Antikdrpernachweises
angesehen (Abb. 10).

Um HCMV-spezifische Antikdrper im Blut einer Person nachweisen zu konnen, wird ein Lysat
HCMV-infizierter Fibroblasten auf eine Platte gekoppelt. Probeseren werden dann mit dieser
Platte inkubiert, und falls spezifische Antikdrper im Blut vorhanden sind, binden diese an die
gekoppelten Virusproteine. Da die Antikorper die Antigene iiber das Fab-Fragment binden,
bleiben die Fc-Fragmente der Antikorper frei. Mit einem sekundiren, anti-humanen IgG-
Antiserum, welches diese Fc-Teile bindet, kdnnen die Fc-Fragmente bzw. die verbundenen

Antikorper detektiert und das Signale photometrisch gemessen werden.

3.2.2.2.3.2 Durchfiihrung des Nachweisverfahrens
Fiir die Messung wurden ELISA-Kits von Dade Behring verwendet (Tab. 9). Die ELISA-Platte

besteht aus einzelnen Reihen. Die fiir eine Messung vorbereiteten Seren wurden auf eine
Plastikplatte pipettiert (5 pl). Dazu wurden 100 pl des Proben-Puffers zugegeben. In die
Vertiefungen der ELISA-Platte aus einem Kit wurden 200 ul Proben-Puffer/Vertiefung pipettiert.
Die Plastikplatte mit den verdiinnten Seren wurde gemischt. Danach wurden 20 pl/Vertiefungen
aus der Plastikplatte in die entsprechenden, mit dem Virus gekoppelten Vertiefungen und in die
Kontrollreihen der ELISA-Platte pipettiert.

*Die Platten wurden bei 37°C in einer feuchten Atmosphire fir 60 min inkubiert. Danach
wurden alle Vertiefungen abgesaugt und viermal mit verdiinnter Waschlosung gewaschen. Anti-
Human-IgG/POD-Konjugat wurde 1:50 in Konjugat-Puffer verdiinnt. 250 pl Anti-Human-
IgG/POD-Konjugat wurde in 12,5 ml Konjugat-Puffer verdiinnt, 100 pl/Vertiefung pipettiert und

bei 37°C in einer feuchten Atmosphéire 60 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten nach
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dem oben beschriebenen Protokoll erneut gewaschen. 1 ml Chromogen TMB wurde in 10 ml
Puffer/Substrat TMB verdiinnt (v/v), 100 pl/Vertiefung pipettiert und bei Raumtemperatur 30
min lichtgeschiitzt inkubiert. Danach wurde 100 pl Stopplosung/Vertiefung zugegeben, wobei die
gleiche Zeit bei der Substrat-Dosierung eingehalten wurde. Nachdem die Reaktion gestoppt
wurde, wurden die Platten innerhalb der néchsten Stunde bei 450 nm, Referenzwellenldange

zwischen 615 und 690 nm photometriert.

*Ab dem Punkt (siche oben im Text) wurde die ganze Prozedur im Gerdt automatisch

durchgefiihrt (Behring ELISA Processor 111, Marburg, Deutschland)
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Abb. 10 Nachweisprinzip des Anti-CMV-IgGs (Enzygnost Dade Behring)

1 — ELISA-Platte

2 - Mit HCMV-infizierte Zelllysate (gekoppelt)
3 - Detektierte anti-CMV-Antikorper im Blut
4 — Antihumanes (Anti-IgG) Serum

Ein Antigen wird an die feste Phase (Plastik) gekoppelt (Phase 1). Ein Serum wird mit dem
Antigen inkubiert (Phase 2). Falls im getesteten Serum Ak vorhanden sind, binden sie an das
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Antigen (Phase 3). Letztendlich werden alle gebundenen Ak durch ein Antihuman-IgG-Serum
detektiert (Phase 4).

3.2.2.3 Bestimmung der Lymphozytensubpopulationen

3.2.2.3.1 Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence-activated Cell Sorting, Flow
Cytometry)

Die FACS-Analysen wurden durch MTAs des FACS-Labors der Klinik der Hédmatologie,
Onkologie und Klinische Immunologie durchgefiihrt.

3.2.2.3.1.1 Das Prinzip des Nachweises

Durchflusszytometrie ist eine effiziente Methode zur qualitativen und quantitativen Untersuchung
verschiedener Zellpopulationen.

Zellen werden mittels einer Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorpers markiert, passieren
einen Laserstrahl und emittieren das Licht einer bestimmten Welllinge. Die Fluoreszenz-

Emission weist auf die Expression entsprechender Oberflichenmarker hin.

3.2.2.3.1.2 Durchfiihrung des Nachweisverfahrens.

Vor der Farbung wurden von derselben Probe die Leukozytenzahl und das Differentialblutbild
mittels eines automatisierten hématologischen Analysators bestimmt, was eine weitere
Bestimmung der Absolutwerte der Lymphozytensubpopulationen aus den prozentualen Anteilen
ermoglichte. Blut wurde in zwei 12 x 75 mm-Ro6hrchen a 200 pl gegeben. Die R6hrchen wurden
mit 4 und B-Buchstaben gekennzeichnet. Es wurde 20 pul BD Multitest-CD3/CD8/CD45/CD4-
Reagenz auf den Boden des mit 4 gekennzeichneten Rohrchens und 20 pl BD Multitest-
CD3/CD16 + CD56/CD45/CD19-Reagenz auf den Boden des mit B gekennzeichneten
Rohrchens pipettiert (Tab. 10). Verschmieren des Blutes an den Seitenrindern des Rohrchens
sowie die Sedimentberiihrung wurden vermieden. Die Roéhrchen wurden verschlossen und
vorsichtig auf dem Vortexmischer gemischt. AbschlieBend erfolgte eine Inkubation der Proben
im Dunkeln bei RT fiir 15 Minuten. Es wurde 450 pul der 1:10 (v/v) vorverdiinnten BD Multitest
Lysing Solution zu den Rohrchen gegeben. Nach dem vorsichtigen Mischen wurden die

Rohrchen fur weitere 15 min inkubiert.

57



Das Messverfahren zur Bestimmung der prozentualen Anteile der Lymphozytensubpopulationen
mit der nachfolgenden Berechnung der Absolutwerte erfolgte mittels des Gerdtes (BD FACS
Calibur, USA) und der MultiSet™-Software (Tab. 10).

3.2.3 Methodologische Voraussetzungen der Durchfiihrung der Nachweisverfahren

3.2.3.1 Vortest

Da nicht bekannt war, wie viele CDIl6-aktivierende oder neutralisierende Antikdrper ein
gegebenes Serum enthilt, gab es eine Wahrscheinlichkeit, ein Serum so zu verdiinnen, dass das
Serum den Schnittpunkt (oder 50% Neutralisation) in dem Messformat gar nicht erreicht (siche
auch  ,Auswertung“ im  Kapitel »Fcy-Rezeptoraktivierungs-Testverfahren  und
»Neutralisationstest). In diesem Fall wire kein sinnvoller Serenvergleich mehr mdglich. Um
diese Situation zu vermeiden, war es ndtig in Erfahrung zu bringen, wie weit man ein Serum
verdiinnen muss, damit 50%-Neutralisation oder der Endpunkt (,cut off) beim Fcy-
Rezeptoraktivierungs-Testverfahren sicher erreicht werden konnen. Um diese Frage zu
beantworten, wurde ein Vortest durchgefiihrt, bei dem unterschiedliche Serenverdiinnungen
untersucht wurden, bei denen der Unterschied relativ grol war, z.B. 1:10, 1:100, 1:1000.
Nachdem die Grenzen eines sinnvollen Messbereichs grob definiert waren, wurden kleinere

Verdiinnungsschritte gemacht, um brauchbare Werte fiir weitere Berechnungen zu erhalten.

3.2.3.2 Vergleich der Antikorperfraktionen: Cytotect®-Koeffizient

Bei vielen biologischen Bestimmungsmethoden ist es nahezu unmdglich, die absoluten
Ergebnisse, die bei der wiederholten Untersuchung eines grof3en Kontingents an Proben erhalten
werden, identisch zu halten. Fiir die folgende Arbeit war abzusehen, dass es unmoglich ist, alle
Testseren parallel zu vermessen, so dass eine Mdoglichkeit geschaffen werden musste, die es
erlaubte, die Ergebnisse der verschiedenen Messungen zu vergleichen. Idealerweise sollten alle
Proben, die verglichen werden, in einem Experiment getestet werden. Praktisch war dies aber auf
Grund des Umfangs der Studie und des zeitlichen Ablaufes nicht moglich. Um die Ergebnisse
von unterschiedlichen Experimenten vergleichen zu konnen, wurde ein Kontrollstandard, die
Hyperimmunglobulinpréparation Cytotect®, mitgefiihrt.

Cytotect® gehort zu Gruppe von intravendsen Immunglobulinen (IVIG), die in der klinischen
Infektiologie, in der Transplantationsmedizin zur passiven Immunisierung verwendet werden

(Wirnsberger et al., 1999; Moiseev et al., 2002). Es handelt sich um eine gezeigte IgG-
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Priparation, die polyklonales IgG gegen verschiedene Erreger enthilt. Das Préparat Cytotect®
enthélt nachweislich eine relativ hohe Konzentration von spezifischen anti-HCMV Antikérpern
(http://www.pharmazie.com/graphic/A/06/0-80706.pdf). Um Seren vergleichen zu kénnen, wurde
der Cytotect®-Koeffizient als Standardkontrolle errechnet. Dies bedeutet, dass Cytotect® in
jedem Experiment mitgemessen wurde und dann alle Werte relativ auf den Cytotect®-Wert
bezogen wurden. Dies ermdglichte, die Kinetikverdnderung in der Antikdrperbildung unabhéngig

von der Einheit zu vergleichen.
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4 Ergebnisse
4.1 Evaluation des CD16-Aktivierungstests

4.1.1 Antikorperkonzentrationsabhingigkeit

Da die Messung der CDI16-aktivierenden IgG-Antikorper iiber eine indirekte IL-2-Messung
erfolgt, war es notwendig zu priifen, in welchen Konzentrationsbereichen das produzierte 1L-2
eindeutig mit der Menge des vorhandenen Antikdrpers korreliert. Dafiir wurde eine bestimmte
Verdiinnungsreihe eines HCMV-Immunserums hergestellt (Abb. 11). Die Antigenmenge und die
Menge der BW-CD16-Reporterzellen blieben in diesem Experiment konstant, so dass die
Unterschiede der gemessenen IL-2-Konzentration nur von der Menge der IgG-Antikorper

abhingen.

1,20
1,00
0,801

0,60

OD-450 nm

0,40

0,20

0,00 T .
1 10 100 1000 10000

Antikorperverdiinnung [1/x]

Abb. 11 Inkubation der BW-CD16-Reporterzellen mit einem HCMV-IgG-Immunserum
fiihrt zu einer Antikorperkonzentration-abhéingigen IL-2 Produktion.

MRC-5 Zellen wurden mit HCMV-AD169 (MOI 2, 72 hpi) infiziert und dann mit den
angegebenen Verdiinnungen der IgG-Préparation Cytotect® [1/x] und 2 * 10° BW-CD16-Zellen
je Vertiefung tiber Nacht inkubiert und kokultiviert. Testwerte wurden 4-fach (n=4) bestimmt;
anschlieend wurde die IL-2 Produktion per ELISA quantifiziert. Angegeben ist die ODyso des
IL-2 ELISAs. Die Fehlerbalken repréasentieren die Standardabweichung vom Mittelwert.

Es zeigt sich, dass die Inkubation der BW-CDI16-Reporterzellen mit steigenden
Antikdrpermengen zu einer gesteigerten IL-2-Produktion fiihrt. Die IL-2-Menge ist also ein Maf}
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fiir die CDI16-Aktivierung resp. fiir die Menge an HCMV-spezifischen, CD16-aktivierenden

Antikorpern in dem Serum.

4.1.2 Infektionsspezifitit

Um zu {iberpriifen, ob die gemessenen Signale antigenspezifisch sind, wurden in jedem
Experiment Kontrollen durchgefiihrt (Abb. 12). Als negative Kontrolle wurde ein Serum
verwendet, das im ELISA keine HCMV-IgG-Antikorper enthielt. Auerdem wurde auch eine
Reihe ohne Serum und eine sog. Mock-Kontrolle (uninfizierte Zielzellen) einbezogen. Nur die
Seren, die gegen HCMV IgG-Ak enthielten, induzierten nachweisbare Signale. Im Falle des
negativen Serums, ohne Serum und Mock-Kontrolle wurden auch Signale induziert, die als

Hintergrund angenommen und bei der Schnittpunktbestimmung (cut-off) verwendet wurden.
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8 l 24 ‘ 72 l

216 ‘ 648 ‘ 1944

OD-450 nm

HCMV-positives Serum (Cytotect®) HCMV-negatives Mock
Serum
Positive Probe Kontrollen

Antikorperverdiinnung

Abb. 12 Das BW-CD16-Testverfahren misst spezifische HCMV-Antigen-IgG-Antikorper-
Reaktionen

MRC-5 Zellen wurden mit HCMV-AD169 (MOI 2, 72 hpi) infiziert und dann mit den
angegebenen Verdiinnungen der HCMV-IgG-Priparation Cytotect® [1/x] und 2 * 10° BW-
CD16-Zellen je Vertiefung iiber Nacht inkubiert und kokultiviert. Testwerte wurden 4-fach
(n=4), mock-Proben 2-fach (n=2) bestimmt; anschlieBend wurde die IL-2 Produktion per ELISA
quantifiziert. Angegeben ist die OD4sp des ELISA. Die Fehlerbalken reprisentieren die
Standardabweichung vom Mittelwert.
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Es zeigt sich somit also eindeutig eine antigenspezifische Antwort, da HCMV -seronegative Seren
selbst bei hohen Konzentrationen keine CD16-Aktivierung auslosen konnten und die HCMV-

seropositiven Seren auf mock-infizierten Zellen ebenfalls keine CD16-Aktivierung zeigten.

4.1.3 Zeitabhingige Antigenexpression

Das Testverfahren beruht auf Anwesenheit von Antigenen auf der Zelloberflaiche. Der HCMV-
Infektionszyklus bendtigt iiblicherweise 72 h. Um zu untersuchen, wann erstmals ein
nachweisbares Signal nachgewiesen werden kann, wurde ein Experiment zur Infektionskinetik
durchgefiihrt (Abb 13). Als Kontrollen wurde im Experiment dasselbe Virus UV-inaktiviert
vermessen und eine Phosphonoessigsdure (PAA)-Behandlung durchgefiihrt. Bei der UV-
Inaktivierung ist das Virus in der Lage, die Zelle zu infizieren, kann aber in der Zelle keine
Proteine transkribieren oder replizieren, d.h., dass die Zelle keine neu synthetisierten viralen
Proteine exprimiert. Die Abwesenheit der viralen Proteinsynthese fiihrt dazu, dass auch nach 72 h
Infektion keine Signale nachgewiesen werden kdnnen (Abb. 13, blaue Linie).

PAA - ein Inhibitor, der sog. ,,late” — Gene blockiert, was zur selektiven Inhibition der Synthese
der Proteine, die fiir die spétere Phase des Infektionszyklus typisch sind, fiihrt. Als Folge werden
in diesem Fall auf der Zelloberfldche keine oder nur wenige Virusantigene, die fiir die Erkennung
durch zytotoxische Ak relevant sind, exprimiert, und es werden dabei keine positiven Signale
nachgewiesen (Abb. 13, griine Linie).

Damit konnte also gezeigt werden, dass eine nachweisbare Menge der Oberflichen-HCMV-
Antigene, die fiir die Erkennung durch IgG-Ak entscheidend sind, erst im Zeitraum zwischen 50
und 72 Stunden gebildet werden. Der prolongierte Infektionszyklus fiihrt scheinbar zur

Verstarkung der Antigenexpression, da die Signale nach 96 hpi sich weiter deutlich erhdhen.
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Abb. 13 Zeitabhiingige Expression der CD-16-reaktiven viralen HCMV-Antigene

MRC-5 Zellen wurden mit 2 MOI HCMV-ADI169 infiziert. Die Blockade der viralen late-
Genexpression erfolgte durch Zugabe von Phosphonoessigsdure (PAA) [250 pg/ml]. Eine
Inaktivierung des Virus erfolgte durch Bestrahlung mit UV-Licht (10.000 J/m®). Nach den
angegebenen Zeiten wurden die infizierten Zellen mit einer 1/108 (v/v) Verdiinnung Cytotect®
inkubiert und anschlieBend mit 2 * 10° BW-CD16-Zellen je Vertiefung iiber Nacht kokultiviert.
Alle Messungen erfolgten als Doppelwerte. Die Platten wurden bei -20°C eingefroren, um nach
dem Auftauen die Menge des produzierten IL-2 gleichzeitig per ELISA quantifizieren zu konnen.
Angegeben ist die ODyso des ELISAs. Die Fehlerbalken zeigen den mittleren Abstand der beiden
Werte vom Mittelwert.

Die Daten zeigen also eine CDI16-Aktivierung durch HCMV-Immun-IgG, die mit dem
Fortschreiten des viralen Lebenszyklus ansteigt. Die Antwort scheint hauptsidchlich von neu
synthetisierten Antigenen verursacht zu werden, da die UV-inaktivierten Viren keine Antwort
auslosen. Die Anwesenheit von Virionen, die die Zellen nicht erfolgreich geentert haben, ist nicht
in der Lage, CD16-abhédngige Antworten auszuldsen. Interessanterweise scheinen die CD16-

reaktiven Antigene hauptsichlich /ate-Antigene von HCMV zu sein.

Zusammenfassend zeigen diese Daten somit also eine Antigen- und Antikdrperabhingige
Aktivierung der CD16-Reporterzellen. Dies erlaubt die Messung solcher IgG-Antikdrper in

klinisch-relevanten Proben.
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4.2 Patienten und Probanden der Kontrollgruppe

Das Patientenkontingent bestand aus 12 erwachsenen Personen, die eine allogene
Blutstammzelltransplantation erhalten hatten und wéhrend der Posttransplantationsperiode eine
HCMV-Reaktivierung entwickelt haben, die durch eine positive HCMV-DNA-Bestimmung in
EDTA-Blutproben belegt wurde. Als Auswahlkriterium wurden verschiedene Zeitpunkte nach
PBSCT untersucht, insbesondere frithere Zeitpunkte mit virdimischen Phase und spétere — in der
postvirdmischen Phase. Darum wurden die Patienten in zwei Phasen aufgeteilt: In die so genannte
,virdmische* und die ,,nichtvirdimische® (,,postvirdimische®) Phase. ,,Virdmische* Phase bedeutet,
dass die Patienten eine aktuelle Virdmie wéihrend der Beobachtungsperiode hatten, wohingegen
die Patienten in der ,,postvirdmischen‘ Phase zum Moment der Beobachtung keine Virdimie mehr
hatten.

Zwischen den Probennahmen lagen unterschiedliche Intervalle (4-108 Tage). Parallel wurde ein
Virusnachweis (PCR) durchgefiihrt. Aus den klinischen Informationen wurden der HCMV-
Serostatus des Spenders und des Empféngers entnommen.

Als Kontrollgruppe wurden 6 gesunde, HCMV-seropositive erwachsene Probanden ausgewihlt.
Den Probanden wurde flinfmal Blut entnommen (0, 15, 30, 45 und 250 Tage nach Begin der
Beobachtungszeit).

Fiir jeden Patienten sowie fiir die Kontrollprobanden werden nachfolgend exemplarisch je zwei
Grafiken vorgestellt: Mit den Messeinheiten der einzelnen Nachweisverfahren und dieselbe IgG-
MaBwerte bezogen auf den Cytotect®-Standard. Fiir die meisten Patienten (1, 4, 5, 6, 7, 8,9, 11,
12) waren zusitzlich von 1 bis 4 FACS-Analysen verfiigbar.

4.2.1 Darstellung der Messwerte

Die unten dargestellten Grafiken zeigen auf der x-Achse den Posttransplantationszeitverlauf. Die
y-Achse zeigt die Einheiten der gemessenen Messparameter wie Viruskopienzahl und jeweiliger
Antikorpertiter. Im Falle des ELISA-Titers ist die etablierte Standardeinheit (IU/ml) angegeben.
Der Titer der CDIl6-aktivierenden und neutralisierenden AntikOrper ist praktische eine
Verdiinnung eines getesteten Serums (1/x, oder 1:x), die als Schnittpunkt (,,cut off*) im Falle der
CDl6-aktivierenden Ak, und als 50%-Neutralisation im Falle der neutralisiecrenden Ak definiert
wurde und als Kehrwert auf der y-Achse angegeben wurde (siche auch oben im Kapitel
“Auswertung®). Da es keine etablierten bzw. standardisierten Einheiten fiir diese zwei
Antikorperklassen gibt, wurde ,,CD16-Titer*-Einheit fiir CD16-aktivierende Ak sowie ,,NT-

Titer*-Einheit fiir die neutralisierende Ak angegeben.
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Im Fall des Cytotect®-Koeffizient bedeuten die Kenziffern auf der y-Achse das Verhéltnis aus
Probe und dem Cytotect®-Referenzwert.
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4.2.2 Probanden der Kontrollgruppe

Primére Messdaten Cytotect®-Koeffizient
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Primére Messdaten Cytotect®-Koeffizient
1067 4a) 1027 4b)
1051
107
104 L = ELISA
1031 10° NT
' 4 —ELISA
102 \/ NT V \CD-16
A —scpte 107
101 _'\;/a =
PCR
100 T T T T A 1 10'2 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
106 5a) 1027 5b)
1051
1071
1041
S = ELISA
102 1001
I NT
102] 1
1 NT 10_15 ELISA
101 CD-16
yPCR /CD1 6
10° , 102 -
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
1067 62) 1027 6b)
105
10"
1041
[ —= ELISA
1031 1001
1027~ At\ NT
—+$ NT 0N, o
101_N/CD16 ELISA
CD16
LPCR /
10° - - - - - " 102 - - - - -
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300

-+ELISA (IU/ml) +CD16-Titer +NT-Titer -*-PCR (Kopien/ugDNA)

=ELISA -+CD16 ~+NT

Tage nach erster Messung

67



Abb. 14 (doppeltseitig) Untersuchungen der HCMV-spezifischen Antikorper der
Kontrollgruppe mittels des Fcy-Rezeptoraktivierungs-Testverfahrens, Neutralisationstests
und ELISA

CD16-Titer. MRC-5 Zellen wurden mit 2 MOI HCMV Stamm AD-169, infiziert. Nach 72 hpi
wurden die infizierten Zellen mit den Seren der Kontrollpersonen inkubiert und mit 2 * 10° BW-
CD16-Zellen je Vertiefung tiber Nacht kokultiviert. Testwerte wurden 4-fach (n=4), mock-
Proben 2-fach (n=2) bestimmt. AnschlieBend wurde die IL-2-Konzentration in den Uberstinden
mittels ELISA gemessen, der Schnittpunkt (,,cut off*) definiert und als 1/x Verdiinnung (a) und
als Cytotect®-Koeffizient (b) angegeben. Die Fehlerbalken geben jeweils den maximalen
Abstand der Werte vom Mittelwert an.

NT-Titer. Eine definierte Menge HCMV (20-120 pfu/Vertiefung), Stamm AD-169, wurde mit
Seren 60-80 min inkubiert, die Mischung wurde anschlieend mit den MRC-5 Zellen 2 bis 3
Tage inkubiert. Fiir jedes Serum wurde eine 3-fach Bestimmung (n=3) durchgefiihrt. Danach
wurden die Zellen fixiert, gefarbt und die gefarbten Zellen (Foci) wurden mikroskopisch gezdhlt
und mit der Zahl der Kontrollreihe verglichen. Die Serumverdiinnung, bei der die Zahl der
Virusfoci 50 % im Vergleich zur Kontrollreithe betrug, wurde als  Neutralisationstiter
angenommen und als 1/x Verdiinnung (a) und als Cytotect®-Koeffizient (b) angegeben. Die
Fehlerbalken geben jeweils den maximalen Abstand der Werte vom Mittelwert an.

ELISA-Titer (Dade Behring, Enzygnost Anti-CMV/IgG). Die Seren wurden mit dem CMV-
ELISA untersucht. Jedes Serum wurde 2-fach (n=2) bestimmt. Potenziell vorhandene HCMV-
spezifische IgG wurde mittels anti-humanem IgG/POD-Konjugat nachgewiesen, gemessen und
die Werte in IU/ml (a) und als Cytotect®-Koeffizient (b) angegeben. Die Fehlerbalken geben
jeweils den maximalen Abstand der beiden Werte vom Mittelwert an.

PCR. Blut wurde in ein mit EDTA behandeltes R6hrchen abgenommen. 200 pl Probe wurde in 2
ml Probenréhrchen pipettiert. Die Proben wurde binnen 15 min eluiert, 5 pl eluierte
Patientenprobe und Kontrollen wurden in ein Eppendorf-Gefif3 pipettiert und es wurde dazu 45
ul Supermix zugegeben. Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler 7500 binnen ca. 1h 40 min.
Danach wurden die erhaltenen Genomkopien mittels einer Standardkurve berechnet, auf f-Actin
bezogen und als Anzahl der Genomkopien/ug DNA angegeben (a).

4.2.2.1 Schlussfolgerungen

Aus den Daten der Kontrollgruppe konnen folgende Schlussfolgerungen gezogen werden: Alle
Probanden aus der Kontrollgruppe weisen fiir die verschiedenen Antikdrperqualitidten sowohl bei
den frithen Messungen sowie bei der Messung nach 250 Tagen relativ konstante Werte auf. Es
zeigt sich eine Korrelation alle Antikorperqualititen untereinander. Die IgG-Mengen, die die
verschiedenen anti-HCMV Effektorfunktionen auslésen, bleiben tiber die Zeit konstant. Wéhrend
dieser Messperiode wurde bei keinem der gesunden Probanden eine Virdmie nachgewiesen.
Vereinzelte Serumproben zeigten sehr niedrige Titer der CD16-aktivierenden anti-HCMV IgG-

Ak, die unter der Nachweisgrenze lagen.

4.2.3 Tabellarische Ubersicht iiber die Patientenkohorte.

Im Folgenden wurde die Kohorte der KMT-Patienten analysiert. Die Patienten werden einzeln

vorgestellt (siche Tabelle 11).
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Tab. 11 Ubersicht der untersuchten Patienten

Patient | Alter | Geschlecht HCMV-IgG- Klinische Diagnose | Datum der | FACS (Tage nach Untersuchungszeitraum
Serostatus (mit ICD-10- PBSCT PBSCT) (Tage nach PBSCT)

Spender | Empfinger Kodierung) von | bis GvHD/ Viridmie/
(Donor) (Patient) Zytostatika | Virostatika

1 63 m positiv positiv AML (C92.0) 12.01.2007 67 4 189 + +

2 49 m positiv positiv CML (C92.1) 16.11.2006 - 19 | 271 + +

3 47 w positiv positiv Sek. AML (C92.0) | 15.11.2006 - 48 | 251 + +

4 52 w positiv positiv AML (C92.0) 28.07.2006 - 117 | 327 + +

5 19 m negativ positiv Sek. AML (C92.0) | 18.08.2006 192 102 | 403 + +

6 49 m negativ positiv AML (C92.0) 07.04.2006 329, 398 235 | 461 + +

7 66 w positiv positiv AML (C92.0) 07.10.2005 | 424, 550,671,718 | 424 | 718 + +

8 37 m positiv positiv Pro-B-ALL (C91.0) | 17.02.2006 419 283 | 584 + +

9 39 m positiv positiv CML (C92.1) 19.10.2005 587, 630 420 | 707 + +

10 18 m negativ positiv Prd-T-ALL (C91.5) | 01.12.2005 - 362 | 664 + Virdmie (+),

Virostatika (-)
11 44 w negativ positiv AML (C92.0) 02.10.2004 886 775 | 1031 + +
12 28 m positiv positiv AA (D61.9) 25.10.2003 1201 1123 | 1390 + +
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4.2.4 Analyse der HCMV-IgG-Antworten bei Patienten in der viramischen Phase

Primare Messdaten

Cytotect®-Koeffizient

Patient 1 a) b)
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Primare Messdaten
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10%] 1
102
101 NT
CD16
o CD16 PCR |/
0" ' - ' N ' J N -
50 100 150 200 250 300 350 400
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Cytotect®-Koeffizient
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102 i i i i "
100 150 200 250 300 350
b)
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10?
100
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10
NT
102 . CD16
100 150 200 250 300 350 400
b)
102
10° .CD16
“NT
100 ELISA
10
102 i " " " i -
200 250 300 350 400 450 500
=ELISA  —~CD16 —~NT

Tage nach PBSCT

Abb. 15 (doppeltseitig) Untersuchung der Antikorperbildung bei Patienten in der virimischen Phase
Die Messungen erfolgten grundsétzlich wie im Kapitel ,,Materialien und Methoden beschrieben und in Abb.
14 angegeben. Die vertikalen Pfeile weisen auf die Tage der FACS-Messungen hin.
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4.2.4.1 Patient1

Der Patient 1 hat eine ausgeprigte Antikorperbildung gezeigt. Alle nachgewiesenen
Antikorperfraktionen steigen stetig an, wobei der CD16-Titer im Vergleich zu dem gesamten
ELISA-Titer am stirksten ansteigt (Abb. 15). Es wird eine deutliche Korrelation zwischen dem
Antikorperanstieg und der Hemmung der Virdmie beobachtet. Die
Lymphozytenzusammensetzung des Immunsystems reflektiert eine typische Phase der friihen
Posttransplantationsperiode: Es wird eine ausgeprigte Lymphozytopenie festgestellt (Abb. 16):
Nur die CD4"-Lymphozyten befanden sich im Normbereich.

5000
4000
3000 l
2000

1000 | |

O-I— — ._. Normbereich

CcD3* CD3*CD8* CD3*CD4* CD16*CD56* CD19*

——

[T-Lymph] [NK-Zellen] [B-Lymph]

Abb. 16 Untersuchung der Lymphozytensubpopulationen beim Patient 1

Die dargestellte Messung wurde am Tag 67 durchgefiihrt. Blut wurde in zwei 12 x 75 mm-
Rohrchen a 200 pl gegeben. Die Rohrchen wurden mit 4 und B-Buchstaben gekennzeichnet. Es
wurde 20 pl BD Multitest-CD3/CD8/CD45/CD4-Reagenz auf den Boden des mit A
gekennzeichneten Rohrchens und 20 pul BD Multitest-CD3/CD16 + CD56/CD45/CD19-Reagenz
auf den Boden des mit B gekennzeichneten Rohrchens pipettiert. Die Rohrchen wurden
vorsichtig auf dem Vortexmischer gemischt. Abschlieend erfolgte eine Inkubation der Proben
im Dunkeln bei RT fiir 15 Minuten. Es wurde 450 pl der 1:10 (v/v) vorverdiinnten BD Multitest
Lysing Solution zu den Rohrchen gegeben. Nach dem vorsichtigen Mischen wurden die
Rohrchen fiir weitere 15 min inkubiert. Das Messverfahren zur Bestimmung der prozentualen
Anteile der Lymphozytensubpopulationen mit der nachfolgenden Berechnung der Absolutwerte
erfolgte mittels des Gerites (BD FACS Calibur, USA) und der MultiSet™-Software. Die Werte
sind als Zellen/ul Blut angegeben. Die Pfeile weisen auf einen Anstieg (1) oder eine Senkung (])
einer Lymphozytensubpopulation hin.

4.2.4.2 Patient 2

Der Patient im frithen Zeitraum nach PBSCT. Es ist eine relativ lange virdmische Periode ohne
Antikorpersteigung zu beobachten. Nach dem 200. Tag wurde ein wesentlicher Titeranstieg fiir

alle Antikorperfraktionen festgestellt, was mit einer Hemmung der Virdmie einhergeht (Abb. 15).
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Diese aktive Antikorperbildung reflektiert eine erfolgreiche Immunrekonstitution und korreliert

mit einer addquaten Kontrolle von HCMV.

4.2.4.3 Patient3

Die Patientin im frithen Zeitraum nach PBSCT. Wihrend der Beobachtungsperiode ist keine
Antikorperspiegelverdnderung festzustellen. Alle drei Antikorperfraktionen sind monoton auf

relativ niedrigem Niveau geblieben (Abb. 15).

4.2.4.4 Patient 4

Die Patientin hat eine stabile, liber die Zeit konstant bleibende Antikdrperbildung gezeigt, was
die Rekonstitution der humoralen Immunantwort reflektiert (Abb. 15). Im Vergleich zu den
ELISA und CDI16-Titern wurde eine Korrelation zwischen der Steigerung des

Neutralisationstiters und der Hemmung der Virdmie beobachtet.

4.2.4.5 Patient5

Bei diesem Patient ist eine lange virdmische Periode zu beobachten. Es wurde eine schwache
Immunrekonstitution in der fritheren und in der spiteren Posttransplantationsphase beobachtet: Es
ist keine CDIl6-aktivierende (unter dem Detektionslimit) und nur eine schwache
Neutralisationsantikorperbildung festzustellen, was mit der Anwesenheit der Virdmie korreliert.
(Abb. 15). Am Tag 192 wurde zwischen den Lymphozytensubpopulationen eine
Unausgewogenheit beobachtet: Neben der gesteigerten Anzahl der CD8 -Lymphozyten wurde
eine Verminderung der CD4"-Lymphozyten nachgewiesen (Abb. 17).

Zellen/pl
5000

4000
3000

2000

1000
oA A e e Normbereich

CD3* CD3"CD8+ CD3*CD4* CD16*CD56* CD19*
[T- Lymph] [NK-Zellen] [B-Lymph]

Abb. 17 Untersuchung der Lymphozytensubpopulationen beim Patient 5
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Die dargestellte Messung wurde am Tag 192 durchgefiihrt und erfolgte grundsitzlich wie im
Kapitel ,,Materialien und Methoden* beschrieben und in Abb. 16 angegeben. Die Pfeile weisen
auf einen Anstieg (1) oder eine Senkung () einer Lymphozytensubpopulation hin.

4.2.4.6 Patient 6

Bei diesem Patient wurde eine relativ lange anamnestische Virdmie beobachtet. Im untersuchten
Zeitraum hat der Patient einen steigenden Trend in der Antikdrperbildung gezeigt (Abb. 15): Es
wurde ein wesentlicher Anstieg des CD16-Titers nachgewiesen, der selbst im Vergleich zu dem
ELISA-Titer iiberproportional angestiegen ist. Dabei wurde eine Korrelation zwischen dem
Antikorperanstieg und der Hemmung der HCMV-Reaktivierung beobachtet. Die Analyse der
Lymphozytensubpopulation zeigt, dass im Zeitraum von Tag 329 (Abb. 18 a) bis Tag 398 (Abb.
18 b) ein ausgeprégter Anstieg der Zahl der NK-Zellen beobachtet wurde.

Zellen/pl Zellen/yl
5000 5000
a) b)
4000 4000
3000 3000
2000 2000 1
1000 l 1 1000 l T
CD3* CD3*CD8* CD3*CD4* CD16*CD56* CD19* CD3* CD3*CD8* CD3*CD4* CD16*CD56* CD19*
[T-Lymph] [NK-Zellen] [B-Lymph] [T-Lymph] [NK-Zellen] [B-Lymph]

Abb. 18 Untersuchung der Lymphozytensubpopulationen beim Patient 6

Die dargestellten Messungen wurden am Tag am Tag 329 (a) und 398 (b) durchgefiihrt und
erfolgten grundsétzlich wie im Kapitel ,,Materialien und Methoden* beschrieben und in Abb. 16
angegeben. Die Pfeile weisen auf einen Anstieg (1) oder eine Senkung (|) einer
Lymphozytensubpopulation hin.

4.2.4.7 Schlussfolgerungen

In der Gruppe der Patienten in der fritheren virdmischen Phase nach der PBSCT wurden grof3e
und individuelle Unterschiede der Antikorperbildungskinetik im Vergleich zur Kontrollgruppe
und zu der Gruppe von Patienten in der spdteren Zeitpunkten nach Transplantation (siehe weiter)
nachgewiesen. Von sechs Patienten, bei denen Virus- und Antikdrpernachweisverfahren
durchgefiihrt wurden, haben nur drei Patienten (Patient 1, 2 und 6, 50% der Subkohorte) einen
ausgeprigten Titeranstieg gezeigt, wobei alle drei IgG-Fraktionen (ELISA-, CD16- und NT-

Titer) angestiegen sind. Hierbei bestand einmal eine Hochrisiko-Konstellation (CMV-
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Seropositiver Empfanger bei CMV-Seronegativen Donor, Patient 6, siche weiter in der
Diskussion), in 2 Féllen handelte es sich um eine Konstellation mit geringerem Risiko (CMV-
Seropositiver Empfanger/CMV-seropositiver Donor, Patienten 1, 2). Man muss betonen, dass
dabei der CD16-Titeranstieg wie der Neutralisationstiter im Vergleich zum ELISA-Titer einen
iiberproportionalen Anstieg zeigte. Wird der Cytotect®-Koeffizient berechnet, wird dieser
Anstieg besonders deutlich.

Die anderen drei ,,virdmischen* Patienten (Patienten 3, 4 und 5, 50% der Subkohorte) haben im
vergleichbaren Zeitraum keinen wesentlichen Antikorpertiteranstieg entwickelt. Patientin 4 hat
eine stabile, im NT-Assay jedoch leicht ansteigende Antikérpermenge gezeigt. Die Hemmung der
Virdmie hat also vermutlich mit dem Anstieg der neutralisierenden Antikdrper korreliert (siche in
Diskussion).

In den FACS-Messungen wurden meistens normale oder verminderte Werte fiir die jeweiligen
Lymphozytensubpopulationen nachgewiesen. Eine offensichtliche Korrelation zwischen der
Anzahl der NK-Zellen, dem CD16-Titer und der Hemmung der Virdmie wurde bei Patient 6
festgestellt.
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4.2.5 Analyse der HCMV-IgG-Antworten bei Patienten in der postvirimischen Phase

Primére Messdaten Cytotect®-Koeffizient

6 Patient 7 a) b)

105 l | ]

. Eusa 10

10*
NT
103 100 M CD16
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) ) — PCR

0 102 T T T T T T ]
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 400 450 500 550 600 650 700 750
Prograf/CellCept/Urbason/Sandimmun/Decortin H

—_—
Valtrex/Famvir/Valcyte

06 Patient 8 a) 102 b)
105 l
ELisa 107
CD16
10° 10° ELISA
/CD16
102 NT
101
° ya)
100 e ' 102 -— !
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 250 300 350 400 450 500 550
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Famvir/Valtrex/Valcyte >
=-ELISA (IlU/ml) +CD16-Titer —+NT-Titer ->-PCR (Kopien/ugDNA) —=ELISA -+-CD16 —+NT

Tage nach PBSCT
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Priméare Messdaten Cytotect®-Koeffizient

Patient 10 a) b)
6 102
105
M ELISA 10°
104
10° 100 L | N
T -ELISA
NT ~CD16
102
CD16 10.1
3 /\
100 2t
0 100 150 200 250 350 400 450 500 550 600 650 350 400 450 500 550 600 650
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Patient 11 a) b)
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: | { NT '\-‘%.:-;E‘ZEQ{ ELISA
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102 P ——————— (D16
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10 /7"~"'P'CR1o-z-vv'vv
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Tage nach PBSCT

Abb. 19 (doppeltseitig) Untersuchung der Antikorperbildung bei Patienten in der postvirimischen Phase

Die Messungen erfolgten grundsétzlich wie im Kapitel ,,Materialien und Methoden* beschrieben und in Abb.
14 angegeben. Die vertikalen Pfeile weisen auf die Tage der FACS-Messungen hin.
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4.2.5.1 Patient?7

Die erste Antikdrpermessung erfolgte ab 28 Tagen nach der letzten nachgewiesenen Virdmie und
bzw. 424 Tage nach der PBSCT. Es wurden in der ,,virimischen* Posttransplantationsphase
relativ kurze Virdmieepisoden nachgewiesen. Es wird eine stabile, iiber die Zeit konstant
bleibende Antikorperkonzentration im ELISA beobachtet (Abb. 19). Es gibt eine Tendenz zur
Senkung der NT- und CD16-Titer. Die Messungen der Lymphozytensubpopulation zeigen starke
Schwankung der Zellzahl, wobei bei einigen Messungen der physiologische Normbereich

verlassen wurde (Abb. 20)

Zellen/ul Zellen/pl
50007 1 a) 5000 b)
4000 T 4000 T
3000 3000 1
2000 T 2000
1000 1000 1
CD3* CD3*CD8* CD3*CD4*CD16*CD56* CD19* CcD3* CD3*CD8* CD3*CD4*CD16*CD56* CD19*
[T-Lymph] [NK-Zellen] [B-Lymph] [T-Lymph] [NK-Zellen] [B-Lymph]
Zellen/yl Zellen/pl
5000 <) 5000 | d)
4000 4000
3000 3000 T
2000 I 2000 T T
1000 t 1000 l f l
0 ._!_ ,_!_ o ._ Normbereich
CcD3* CD3*CD8* CD3*CD4*' CD16*CD56* CD19* CcD3* CD3*CD8* CD3*CD4*CD16*CD56* CD19*
[T-Lymph] [NK-Zellen] [B-Lymph] [T-Lymph] [NK-Zellen] [B-Lymph]

Abb. 20 Untersuchung der Lymphozytensubpopulationen beim Patient 7.

Die dargestellten Messungen wurden am Tag 424 (a), 550 (b), 671 (c¢) und 718 (d) durchgefiihrt
und erfolgten grundsétzlich wie im Kapitel ,,Materialien und Methoden* beschrieben und in Abb.
16 angegeben. Die Pfeile weisen auf ecinen Anstieg (1) oder eine Senkung (]) einer
Lymphozytensubpopulation hin.

4.2.5.2 Patient 8

Die erste Antikdrpermessung wurde nach 53 Tage nach der letzten nachgewiesenen Virdmie und

somit 283 Tage nach Transplantation vorgenommen. Anamnestisch hat der Patient eine
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Virdmieperiode gezeigt (Abb. 19). In dem Antikorperprofil im beobachteten Zeitraum wurde eine
Steigerung des ELISA-Titers beobachtet, die mit der Kinetik des CD16-Titers korreliert. Es
wurde eine Variabilitit des CDI16-Titers mit einem positiven Trend nachgewiesen. Der
Neutralisationstiter blieb jedoch relativ konstant. Die FACS-Messung zeigt eine
Unausgewogenheit zwischen den einzelnen Lymphozytensubpopulationen (Abb. 21).

Zellen/pl
5000

4000

3000
2000
1000
0- ! _._ ,_!_. Normbereich

CD3* CD3*CD8+ CD3*CD4* CD16*CD56* CD19*
[T- Lymph] [NK-Zellen] [B-Lymph]

Abb. 21 Untersuchung der Lymphozytensubpopulationen beim Patient 8

Die dargestellte Messung wurde am Tag 419 durchgefiihrt und erfolgte grundsitzlich wie im
Kapitel ,,Materialien und Methoden* beschrieben und in Abb. 16 angegeben. Die Pfeile weisen
auf einen Anstieg (1) oder eine Senkung (|) einer Lymphozytensubpopulation hin.

4.2.5.3 Patient9

Die erste Antikorpermessung erfolgte 53 Tage nach der letzten nachgewiesenen Virdmie bzw.
405 Tage nach der Transplantation. Der Patient hatte anamnestisch eine relativ lange
Virdmieperiode (Abb. 19). Im Antikérperprofil wurde ein relativ hoher ELISA-Titer
nachgewiesen, wobei eine schwache Titersteigerung iiber die Zeit beobachtet wurde. Der CD16-
Titer ist liber die Zeit relativ konstant geblieben. In den Lymphozytensubpopulationen wird eine
Unausgewogenheit zwischen den verschiedenen Zellen nachgewiesen, wo neben der
Lymphozytose (CD8" am Tag 587 und 630 und NK-Zellen am Tag 630) eine Senkung der CD4"-
Lymphozyten in den beiden Zeitpunkten nachgewiesen wurde (Abb. 22).
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Zellen/pl Zellen/yl
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0
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[T- Lymph] [NK-Zellen] [B-Lymph] [T- Lymph] [NK-Zellen] [B-Lymph]

Abb. 22 Untersuchung der Lymphozytensubpopulationen beim Patient 9

Die dargestellten Messungen wurden am Tag 587 (a) und 630 (b) durchgefiihrt und erfolgten
grundsétzlich wie im Kapitel ,,Materialien und Methoden® beschrieben und in Abb. 16
angegeben. Die Pfeile weisen auf einen Anstieg () oder eine Senkung (|) einer
Lymphozytensubpopulation hin.

4.2.5.4 Patient 10

Die erste Antikdrpermessung erfolgte ab 124 Tagen nach der letzten nachgewiesenen Virdmie
und bzw. 362 Tage nach der Transplantation. Trotz einer erhéhten HCMV-
Reaktivierungswahrscheinlichkeit (siche Risikokonstellation in der Tabelle 11) hat der Patient in
der spiteren Posttransplantationszeit eine erfolgreiche Immunrekonstitution gezeigt: Es wurde
keine Virdmie mehr beobachtet und alle Antikorperfraktionen hatten eine dhnliche konstante und

relativ monotone Bildungstendenz (Abb. 19).

4.2.5.5 Patient 11

Die ersten Messungen erfolgten 497 Tage nach der letzten nachgewiesenen Virdmie und somit
775 Tage nach der Transplantation. Die Patientin hat in der Anamnese mehrere HCMV-
Virdmieepisoden entwickelt (Abb. 19). Sie hat iiber die Beobachtungsperiode eine stabile
Antikorperbildungskinetik gezeigt. Es wurden relativ hohe Mengen an HCMV-reaktivem ELISA-
und NT-IgG beobachtet. Es wurde in etwas der Antikorperbildungstrend der gesunden
Kontrollgruppe erreicht und es war keine weitere Virdmie mehr nachweisbar. In den
Lymphozytensubpopulationen wurde eine Lymphozytose hinsichtlich der NK-Zellen und B-
Lymphozyten nachgewiesen (Abb. 23).
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Abb. 23 Untersuchung der Lymphozytensubpopulationen beim Patient 11

Die dargestellte Messung wurde am Tag 886 durchgefiihrt und erfolgte grundsitzlich wie im
Kapitel ,,Materialien und Methoden* beschrieben und in Abb. 16 angegeben. Die Pfeile weisen
auf einen Anstieg (1) oder eine Senkung () einer Lymphozytensubpopulation hin.

4.2.5.6 Patient 12

Die ersten Antikdrpermessungen wurden 819 Tage nach der letzten nachgewiesenen Virdmie
bzw. 1123 Tage nach der Transplantation vorgenommen. Es wurde ein stabiler Trend der
Antikorpermenge nachgewiesen (Abb. 19). Alle drei IgG-Fraktionen blieben in der beobachteten
Zeit relativ konstant. Die Vergleichsparameter der Kontrollgruppe wurden erreicht. In den
Lymphozytensubpopulationen wurde eine Senkung der Zahl der CD4'-Lymphozyten
nachgewiesen (Abb. 24).
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[T- Lymph] [NK-Zellen] [B-Lymph]

Abb. 24 Untersuchung der Lymphozytensubpopulationen beim Patient 12

Die dargestellte Messung wurde am Tag 1201 durchgefiihrt und erfolgte grundsétzlich wie im
Kapitel ,,Materialien und Methoden* beschrieben und in Abb. 16 angegeben. Die Pfeile weisen
auf einen Anstieg (1) oder eine Senkung () einer Lymphozytensubpopulation hin.
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4.2.5.7 Schlussfolgerungen

Die Patienten in der ,postvirimischen Phase nach Transplantation haben in der
Antikorperproduktionskinetik die Tendenz gezeigt allméhlich konstant zu werden und zur
spateren Zeit nach der letzten nachgewiesenen Virdmie die Parameter der Kontrollgruppe zu
erreichen, was fiir eine addquate Immunrekonstitution spricht. In der fritheren Zeit nach der
letzten nachgewiesenen Virdmie wurde jedoch eine relativ instabile Kinetik der einzelnen
Antikorpertiter festgestellt (Patienten 7, 8, 9), wogegen bei den Patienten in den spiteren
Zeitpunkten (10, 11, 12) die Antikorpertiter stabiler waren. In der beobachteten Zeit hat das
Immunsystem HCMV erfolgreich kontrolliert und es war keine nachweisbare Virdmie mehr
festzustellen. Neben der stabilen und relativ monotonen Antikdrpermenge wurde fiir die zelluldre
Immunitédt eine Unausgewogenheit nachgewiesen: Je nach Subpopulationen wurden teilweise
verminderte aber eben auch gesteigerte Kennziffern fiir andere Lymphozytensubpopulationen

nachgewiesenen.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser retrospektiven Studie wurde erstmals ein Versuch unternommen, eine
definierte Antikorperqualitit (CD16-Aktivierung) nach PBSCT qualitativ nachzuweisen und zu
quantifizieren. Im Mittelpunkt der Studie stand die neu entwickelte Messmethode fiir Fcy-
rezeptoraktivierende IgG-Antikorper (Corrales-Aguilar, 2008). Vor dieser Studie gab es keinerlei
Information zur Rekonstitution der ADCC-abhingigen Ak-Produktion. Die CD16-aktivierenden
CMV-IgG Antikorperkonzentrationen wurden dabei mit der Konzentration von CMV-ELISA-

reaktiven und CMV-neutralisierenden IgGs verglichen.

5.1 Einfluss durch CMV-spezifische Behandlungsverfahren der Patienten

5.1.1 Antivirale Therapie

Da alle Patienten in der fritheren Phase nach der PBSCT HCMV-Reaktivierungsepisoden zeigten,
wurden sie dementsprechend mit verschiedenen Virostatika behandelt (Abb. 15, 19). Neben den
Antikdrperanstiegen bei manchen Patienten und der Korrelation hinsichtlich der Hemmung der
Virdmie muss darauf hingewiesen werden, dass die Virostatikaverabreichung eine wichtige Rolle

bei der Hemmung der Virdmie gespielt haben wird.

5.1.2 Intravendse Immunglobulinpriparationen (IVIG)

Das CMV-Hyperimmunglobulinpréaparat Cytotect® wird zur passiven Immunisierung bei CMV-
Patienten verwendet. Es wurde hier zur Standardisierung der CMV-spezifischen IgG-Antworten
eingesetzt. Cytotect® enthélt deutlich hohere Konzentrationen CMV-spezifischer Antikorper als
andere IVIG-Priparationen (H.Reinhard und H.Hengel, nicht verdffentlichte Daten). In dieser
Studie wurden die untersuchten Patienten mit einem anderen kommerziell hergestellten IgG-
Priparation (Gamunex®) behandelt. Da die Messmethoden (ELISA, Fcy-Rezeptoraktivierungs-
Testverfahren) auf der Messung der IgG-Fraktion des jeweiligen Serums basiert, war es
grundsitzlich wichtig zu untersuchen, ob die Vergabe dieser IgG-Priparationen den
nachgewiesenen Antikorperspiegel der Patienten beeinflussen und mogliche Interferenzen mit
dem Nachweis der endogenen IgG-Menge verursachen konnen.

Exemplarisch wird dieses mogliche Problem am Beispiel der Messung eines Patienten dargestellt,
der solche Préparate erhalten hat. Patient 5 (Abb. 15) hat wihrend der ca. 120 Tage des
virdmischen Zeitraums 20 g/Infusion Gamunex® (11-mal) intravends erhalten. Wie man der

Grafik entnehmen kann, bleibt bei dem Patient: a) der ELISA-Titer trotz der mehrmaligen
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Infusionen unveridndert, b) der CD16-Titer negativ und c¢) der Neutralisationstiter konstant
niedrig. Das heil3t, dass die IVIG-Gaben auf die gemessenen Werte keinen wesentlichen Einfluss
ausgeiibt haben, da sonst eine signifikante Verdnderung nach der Gamunex®-Vergabe zu
erwarten gewesen wére. Andererseits legen diese Ergebnisse nahe, dass die {iblichen
Immunglobulinpriparate wie Gamunex® - im Vergleich zu den von Patienten produzierten

Antikorperspiegeln — sehr geringe Mengen CMV-spezifischer IgG-Antikorper enthalten.

5.2 Diskussion der erhaltenen Ergebnisse

5.2.1 HCMYV-Virimie

Wie oben gezeigt wurde, haben alle hier untersuchten Patienten nach der PBSCT eine HCMV-
Virdmie entwickelt. Da die Patientenauswahl nicht rein zufillig war, kann man daraus nicht
schlussfolgern, dass alle Patienten nach PBSCT unbedingt eine CMV-Infektion entwickeln. Die
hier gezeigten Daten sind jedoch mit publizierten Daten konsistent, welche zeigen, dass
tatséchlich viele, aber nicht alle transplantierten Personen, die entsprechenden Voraussetzungen
hatten (HCMV-Infektion in der Anamnese des Patienten und/oder des Spenders), in der
Posttransplantationsperiode virdmische Episoden gezeigt haben. In einer publizierten Studie
hatten von 45 untersuchten Patienten 39 eine HCMV-Virdmie (Lilleri et al., 2008).

Diskutiert man das Reaktivierungsrisiko in der Posttransplantationsphase, muss man unbedingt
den HCMV-Serostatus bzw. die latente HCMV-Infektion bei dem Empfinger und/oder dem
Spender in die Betrachtung mit einbeziehen (Matthes-Martin et al., 2002). Theoretisch kann man
vier mogliche Konstellationen definieren: #1. Spender (-)/Empfinger (-), #2. Spender
(+)/Empfanger (+), #3. Spender (+)/Empfianger (-), #4. Spender (-)/Empfanger (+).

Die ersten 2 Konstellationen lassen sich in eine sog. Niedrigrisikogruppe einreihen. Dies wird
damit erklart, dass im Fall #1 weder Donor (Spender) noch Empfianger HCMV-infiziert sind. Im
Fall #2 hat sowohl der Spender, als auch der Empfanger das Virus, d.h., dass der Empfanger mit
dem Transplantat moglicherweise auch HCMV-spezifische Immunzellen erhdlt, was einen
schiitzenden Effekt hat.

Die Konstellationen #3 und #4 gehoren zu der sog. Hochrisikogruppe. Im Falle #3 hat der
Spender selbst HCMV, und kann es auf den HCMV-negativen Empfanger iibertragen und diesen
so infizieren. Die schwerste klinische Situation ist beim Fall #4 zu erwarten. In diesem Fall hat
der Empfianger HCMV, und bei der Transplantation von einem HCMV-negativen Spender erhélt
er keine HCMV-spezifischen immunkompetenten Zellen, die das Virus kontrollieren kdnnten. In

dieser Studie wurden nur Patienten mit den Konstellationen #2 und #4 untersucht. Von 12
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Patienten waren 4 Patienten in der Hochrisikogruppe, und hatten die Konstellation #4 (,,Spender

(-)/Empfanger (+))*

5.2.2 Untersuchung der Antikorperbildung

5.2.2.1 HCMYV-seropositive Kontrollgruppe

Der regelmiBig durchgefiihrte Antikdrpernachweis iiber einen Zeitraum von 250 Tagen zeigte,
dass die Antikorpermenge bei diesen Probanden iiber die Zeit konstant blieb, d.h., dass die
Messungen keine groBe Variabilitit zeigten. Dabei ist zu betonen, dass alle CMV-
Antikorperfraktionen gleichermaflen konstant blieben. Die Relationen zwischen den einzelnen
Antikorperfraktionen blieben liber den beobachteten Zeitraum dadurch ebenfalls konstant, d.h.
dass der CD16-Titer fast immer parallel zum ELISA-Titer verlief. Bei einigen Probanden konnte
man in manchen Messungen jedoch gar keinen CD16-Titer nachweisen. Ausgehend davon, dass
diese Probanden wihrend der Beobachtungszeit keine nachweisbare Virdmie entwickelt haben,
kann man feststellen, dass die Antikorpertiter trotz nicht nachweisbarer HCMV-Titer konstant
bleiben. Da die Halbwertszeit von IgG-Antikorpern zwischen 7 und 21 Tagen, d.h. < 250 Tagen
liegt (http://www.xs4all.nl/~ednieuw/IgGsubclasses/subkl23.htm), kann man schlussfolgern, dass
die fiir den Erhalt der einzelnen Antikorperqualititen (z.B. CD16-Aktivierung) erforderlichen

Virusmengen unterhalb einer nachweisbaren CMV-Reaktivierung mit einer Virdmie liegen.

5.2.2.2 Patienten

Die zwolf untersuchten Patienten wurden auf zwei Gruppen aufgeteilt. Sechs Patienten, bei denen
die Antikorperkonzentration wéhrend der akuten Virdmie untersucht wurde (Patienten 1-6),
haben verschiedene Antikorperbildungskinetiken demonstriert. Zwei Patienten davon (5 und 6)
waren in der Gruppe mit der hohen Transplantatrisiko-Konstellation: Spender (-)/Empfanger (+).
Die anderen hatten Spender (+)/Empfinger (+) Konstellationen.

Patient 5 hatte am Anfang der Beobachtungsphase sowie in der Anamnese eine schwere und
lingere HCMV-Virdmie. Trotz einer ,,starken* Antigenstimulation hat er wiahrend dieser Periode
keine addquate humorale Immunantwort entwickelt (keine nachweisbaren CD16-aktivierenden
IgG und ein sehr niedriger Neutralisationstiter) und dementsprechend konnte er die Virdmie nicht
selbststindig kontrollieren. Im Gegensatz dazu hat Patient 6 mit der gleichen
Transplantationsrisikokonstellation eine gute Antikorperbildung entwickelt, die auch mit der

erfolgreichen Kontrolle der Virdmie korreliert.
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Die Patienten 1-4 bilden die Gruppe mit der niedrigen Risikokonstellation. Die Patienten 1 und 2
haben wihrend der Beobachtungsperiode einen ausgeprigten Antikorperanstieg entwickelt. Man
muss unterstreichen, dass die Antikorperbildung bei Patient 1 jedoch von Virdmieepisoden
begleitet wurde, obgleich nach dem Antikorperanstieg (Messpunkte 5, 6) der Virustiter gesunken
ist. Im Falle des Patienten 2 kann man diesen Anstieg spiter, zwischen dem Tag 150 und 200,
beobachten. Wie in den Féllen 1 und 6, gibt es eine Korrelation zwischen der
Antikorpertitersteigerung und der Hemmung der Virusreplikation. Hinsichtlich der Divergenzen
zwischen dem ELISA-Titer und dem CD16-Titer muss betont werden, dass der CD16-Titer bei
Patienten 1 und 6 im Vergleich zum ELISA-Titer stirker angestiegen ist. Das bedeutet, dass es
gelungen ist, mit dem in dieser Arbeit vorgestellten Antikdrpernachweisverfahren eine
Antikorperfraktion nachweisen zu konnen, die mit dem traditionellen ELISA-System nicht
nachgewiesen werden konnte. Das zeigt, dass der ELISA-Titer nicht immer den Titer der CD16-
aktivierenden Antikorper reflektiert. Gleiches gilt auch fiir den CMV-NT Titer. Die Patienten 3
und 4 haben dhnliche Antikdrperbildungskinetiken: Es gibt keine wesentliche Titersteigerung;
alle Antikorperfraktionen bleiben relativ konstant. Aber im Vergleich zum Patient 3 hatte der
Patient 4 einen gut nachweisbaren CD16-Titer. Aulerdem hatte Patient 4 nach Tag 300 post-
PBSCT einen NT-Ak-Anstieg, was auch mit der Hemmung der Virdmie korreliert.

Beschreibt man die postvirdmische Phase (Patienten 7-12), muss man folgende Beobachtungen
hervorheben. Es wurde vorausgesetzt, dass die Abwesenheit der Virdmie ursdchlich auf einer
gesteigerten Antikdrperbildung und immunologischen Rekonstitution beruht. Alle Patienten in
dieser Phase zeigten einen allgemeinen Trend einer gesteigerten CMV-Antikorperbildung. Diese
Ahnlichkeit wurde nicht nur bei Patienten in der fritheren postvirimischen Phase (7, 8, 9),
sondern auch bei den Patienten in der spéten postvirdmischen Phase (11, 12) gezeigt. Es war auch
auffillig, dass alle Antikorperkinetiken wihrend der spdten Beobachtungsperiode keine starken
Titeranstiege mehr gezeigt haben. Dabei muss erwihnt werden, dass die Patienten in der fritheren
Zeit nach der Transplantation (7, 8, 9) im Vergleich zu den Patienten in der spiteren
Posttransplantationszeit in der Antikorperbildungskinetik instabiler waren; es wurden nicht nur
Titerabweichungen, sondern auch ein sehr zogerlicher ELISA-Titeranstieg nachgewiesen (Patient
9). Man konnte deshalb die Hypothese aufstellen, dass kurz nach der HCMV-Virdmie eine
Boosterung der Antikorperbildung erfolgt (Restimulation?).

Ausgehend davon kann man feststellen, dass eine erfolgreiche Rekonstitution zu der
Stabilisierung bzw. Steigerung der Antikorperproduktion fiihrt. Obwohl die Antikorperbildung
bei einigen Patienten mit der Kontrollgruppe vergleichbar wird, bleiben die ELISA-Werte jedoch

auf dem hoheren Niveau.
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Diskutiert man die Reaktivierungswahrscheinlichkeit nach der Transplantation und die
Zugehorigkeit zu der Hoch — bzw. Niedrigrisikogruppe, kann man in unserem Kollektiv
feststellen, dass unabhdngig von der Risikokonstellation alle Patienten lédngere oder kiirzere

Virdmieepisoden entwickelt haben.

5.2.3 Korrelation der Antikorperbildung mit Lymphozytenzahlen

Fir manche Patienten waren  durchflusszytometrisch  bestimmte  Zahlen  der
Lymphozytensubpopulationen verfiigbar, so dass man den Antikorpertiter, die Virdmie und den
Stand der immunkompetenten Zellen vergleichen konnte. Man konnte dabei feststellen, dass in
der fritheren Zeit nach der Transplantation (Patient 1) eine Verminderung der Zahl von fast allen
immunkompetenten Zellen nachgewiesen wurde. Der CMV-CD16, NT-Antikorpertiter und die
normale Zahl von CD4'-Lymphozyten waren zu diesem Zeitpunkt nicht ausreichend, um die
Virdmie zu vermeiden. Bei Patient 5 wurde eine relativ gute Rekonstitution der
immunkompetenten Zellen nachgewiesen, allerdings waren nur die CD4 -Lymphozyten deutlich
unter den Normalwerten. Die CMV-IgG waren gering, was flir eine wesentliche Rolle der T-
Zellhilfe bei der funktionellen Rekonstitution der B-Zellfunktion spricht (Smith et al., 2000; Zhou
et al., 2009). Patient 6 wurde zweimal Lymphozytensubpopulationen untersucht: Kurz vor der
letzten nachgewiesenen Virdmie und wéhrend einer nichtvirdmischen Periode. Man kann in
diesem Fall postulieren, dass eine Vermehrung von NK-Zellen, die von einem hohen
Antikorpertiter begleitet wurde, mit der Kontrolle der Virdmie korreliert, obgleich eine
Rekonstitution der CD4 Lymphozytenzahl noch nicht erreicht war. Die Virimiehemmung knnte
in diesem Fall mit der Kombination der rekonstituierten Zellantwort (NK-Zellen) und
Anwesenheiten der CD-16 aktivierenden Antikorper erkliart werden, was auch im Tiermodell
gezeigt wurde (Manischewitz and Quinnan, 1980). Im Vergleich zum Patient 5, bei dem eine
schwiche Antikorperbildung mit der geringen Anzahl der CD4+-Lymphozyten zu tun haben
konnte, scheint die Antikorperbildung beim Patient 6 von CD4+-Hilfe unabhédngig zu sein, was
auch den publizierten Daten iibereinstimmt (Hebeis et al., 2004; Klenovsek et al., 2007).

Eine interessante Tendenz wurde auch bei den Patienten in verschiedenen postvirdmischen
Perioden beobachtet. Patientin 7 wies eine ausgeprigte absolute Lymphozytose auf. Mehrere
Lymphozytensubpopulationen befanden sich iiber den Normalwerten, wobei diese Tendenz
relativ lange beibehalten wurde (Tag 424-718 nach PBSCT). Was auch auffillig war, dass trotz
der langen Zeit nach PBSCT eine Verminderung der CD4 -Lymphozyten neben der CDS'-
Lymphozytose nachgewiesen wurde (Patienten 8, 9). Vermutlich steht die erfolgreiche Kontrolle

der HCMV-Reaktivierung mit der Anwesenheit der CD8+-Lymphozyten im Zusammenhang
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(Cwynarski et al., 2001; Cobbold et al., 2005; Bunde et al., 2005). Es ist also festzustellen, dass
die unterschiedlichen Lymphozytensubpopulationen scheinbar mit unterschiedlicher Kinetik

rekonstituiert werden.

5.3 Immunglobulinpriparationen als Quelle von therapeutischen CMV-Antikorpern

Die Verwendung von IVIG wird mit dem Ziel der Pravention einer moglichen CMV-Erkrankung
nach Transplantationen bereits angewandt (Nigro et al., 2005). Wie oben gezeigt wurde, hiangen
Neutralisationstiter und Titer der zytotoxischen Antikorper von den Préparaten ab. Aus den oben
gezeigten Daten kann man schlieBen, dass der Antikorpertiter trotz mehrmaligen Gamunex®-
Gabe auf dem relativ niedrigen Niveau verbleibt (siche Abb. 15, Patient 5). Ausgehend davon
kann man weiter schlussfolgern, dass der hohe CD16-Titer, der bei den Patienten 1, 2 und 6
nachgewiesen wurde, nicht durch die Gamunex®-Transfusionen zu erklédren ist, sondern vom
Patienten gebildet wurde.

Dariiber hinaus korreliert die Verwendung dieser Praparationen auch nicht mit der Virdmie: Trotz
der Infusionen kann man zu den entsprechenden Zeitpunkten Virdmien beobachten. Die Daten
dieser Studie zeigen eine Wirksamkeit der von den Patienten selbst gebildeten Antikorper bei der
Hemmung der HCMV-Virdmie (Patienten 1, 2, 6). Diese Diskrepanz kann folgende Erklidrung
haben. Einige Autoren berufen sich auf den Fakt, dass die Probandenauswabhl fiir die Blutspende
mittels des ELISA-Antikdrpernachweisverfahrens erfolgt und dass es nicht zwangsldufig eine
eindeutige Korrelation zwischen dem ELISA-Titer und dem Neutralisationstiter gibt, was z.B. zu
einer klinischen Ineffektivitit der Préparationen fiihren kann (Kropff et al., 1993). Die Autoren
haben auch demonstriert, dass die Antikorper, die zielgerichtet gegen bestimmten in dem
Neutralisationsprozess relevanten Proteine rausgesucht und selektioniert wurden, bessere
neutralisierende bzw. antivirale Kapazititen gezeigt haben, was auch in nachfolgenden klinischen
Untersuchungen bei transplantierter Patienten bewiesen wurde (Kropff et al., 1993). Man kann
also mit diesem Nachweisprinzip scheinbar keine funktionell effizienten Antikorper fiir die
Virusneutralisation und/oder ADCC nachweisen.

Eine Bedingung, aufgrund derer die Spender fiir die Immunglobulinpridparationen ausgewdhlt
werden, ist ein bestimmter Titer der anti-HCMV-Antikorper (anti-HCMV-IgQG), d.h. dass fiir die
Spende nur die Donoren mit einem relativ hohen Titer ausgewéhlt werden. Ausgehend von den in
der Studie erhaltenen Daten sowie in der Literatur gezeigten Daten kdnnte man sich vorstellen,
dass die Spender, die mittels eines verfiigbaren ELISA-Systems untersucht wurden und einen
dhnlichen ELISA-Titer haben, unterschiedliche Titer der CD16-aktivierenden Antikorper haben.

Da es dabei nicht bekannt ist, wie gro3 der prozentuale Teil der Spender mit einem hohen CD16-
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Titer im Préparat war und das Kontingent der potenziellen Spender nicht immer gleich ist, kann
man theoretisch erwarten, dass auch der Priparat trotzt seiner Ahnlichkeit hinsichtlich des
ELISA-Titers unterschiedliche CD16-und NT-Titer haben kann. Berlicksichtigt man auch eine
Variabilitdt zwischen verschiedenen kommerziellen Pridparationen, kann man sich vorstellen,
warum die Verwendung von den IgG-Priparationen trotz der existierenden Evidenz der
Antikorpereffizienz  bis  jetzt keine wesentliche Rolle in der Behandlung der
Infektionskomplikationen nach der Transplantation spielt.

Zurzeit existierende Daten lassen vermuten, dass die Immunantwort gegen HCMV bei
transplantierten Patienten ein komplexes Phanomen ist. Aufgrund der Daten wire es unkorrekt zu
denken, dass nur bestimmte Komponenten des Immunsystems eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der HCMV-Infektion spielen konnen. Eine ,,ideale” Immunkontrolle der HCMV-
Infektion wird offensichtlich nur durch gut ausbalancierte Komponenten des Immunsystems
gewihrleistet. Einige der oben genannten Referenzen haben gezeigt, dass einerseits die
Abwesenheit einzelner Komponente des Immunsystems die CMV-Kontrolle nicht sonderlich
stark beeinflussen kann (Jonjic et al., 1990), andererseits, dass die Anwesenheit nur einer
Komponente des Immunsystems eine wesentliche Rolle bei der CMV-Infektion spielen kann
(Klenovsek et al., 2007). So wird ein bekanntes Postulat iiber die Redundanz der Immunkontrolle
von CMYV bestitigt. Dariiber hinaus kann man schlussfolgern, dass im Falle der CMV-Kontrolle
noch ein sehr wichtiges, allgemeines biologisches Phanomen vorhanden ist. Das ist so genannte
Prinzip der funktionellen Duplikation: In akuten, kritischen Situationen kénnen die verbleibenden
Komponenten eines Systems die entfallenen Funktionen der beschidigten Komponenten

iibernehmen.

5.4 Perspektiven

Die demonstrierte Evidenz fiir eine wichtige Rolle der Antikorper in den verschiedenen Phasen
der HCMV-Infektion im in vivo-Modell (Manischewitz and Quinnan, 1980; Shanley et al., 1981;
Rapp et al., 1993; Jonjic et al., 1994; Reddehase et al., 1994) zusammen mit der unter klinischer
Bedingungen nachgewiesenen Antikorperineffizienz (Sokos et al., 2002; Cordonnier et al., 2003;
Raanani et al., 2009) erfordert weitere Untersuchungen im Bereich der Verbesserung der
Antikorpernachweisverfahren sowie der Herstellung klinisch effektiver IVIG-Préparate.

Die oben gezeigten Daten reflektieren jedoch eine hohe Plastizitét der Rolle der Antikdrper in der
HCMV-Infektion. Dartiber hinaus werden die Patienten {iblicherweise nach Transplantationen

auch mit anderen Medikamenten behandelt, die auch antivirale Effekte haben, was
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moglicherweise zu einer Maskierung der Antikorpereffekte fithrt und somit die Analyse der

klinischen Effizienz von Antikérpern erschwert.

Um die Frage der Rolle der Antikdrper zu analysieren und zu beantworten, kdnnte man weitere

Untersuchungen vornehmen, in denen folgende Momente berticksichtigt werden:

Man konnte eine Gruppe von Patienten bilden, die gegeniiber den zurzeit in der Klinik
verwendeten anti-HCMV Virostatika allergische Reaktionen entwickeln und so nicht mit
selbigen behandelt werden konnen. Eine Untersuchung der Patienten, bei denen HCMV
Mono — oder Multiresistenzen gegeniiber Virostatika entwickelt hat, konnte auch
perspektivisch sein. Die beiden Konditionen wiren dann eine mogliche Indikation zur
Verabreichung einer IVIG-Préiparation.

Eine Reihe der zurzeit auf dem Markt verfligbaren IVIG-Priparate sollte mittels des
neuen Antikdrpernachweisverfahrens getestet werden, um die Menge der den Patienten
verabreichten Antikorper bestimmen zu konnen und nach der Verabreichung im
Zeitverlauf zu dokumentieren. Ausgehend davon, dass die zurzeit verwendeten
Immunglobulinpréparationen keine eindeutige klinische und biologische Effizienz bei der
Hemmung der HCMV-Virdmie zeigen, konnte man versuchen, eine Prdparation mit
einem sehr hohen Titer an CD16-aktivierenden Antikorpern herzustellen und nach der
Transplantation zu verabreichen. Die Spenderauswahl konnte in diesem Fall mittels des
neuen Testverfahrens durchgefiihrt werden. Ein Vergleich der mittels dieses Verfahrens
analysierten Immunglobulinprdparate mit den iiblichen verfligbaren IVIGs sowie mit
einem Plazebo mit der nachfolgenden Dokumentierung des Antikorpertiters und seiner
Korrelation mit dem Dauer und der Ausprigung der Virdmie, konnte die Rolle der
Antikdrper wihrend einer Reaktivierung vermutlich prézisieren.

Eine andere Richtung in der klinischen Forschung konnte eine selektive Verwendung von
den immunologisch modifizierten, gegen bestimmten viralen Infektionen orientierten
Zellen sein (Einsele et al., 2002; Rauser et al., 2004; Cobbold et al., 2005; Clemenceau et
al., 2006; Klenovsek et al., 2007). In der frithen Phase nach der Transplantation, wenn die
Wahrscheinlichkeit einer Reaktivierung besonders grof3 ist und der Patient noch keine
neuen immunkompetenten Zellen hat, konnte dies vermutlich eine wesentliche Rolle in

der Priavention einer HCMV-Reaktivierung spielen.

Die Herstellung von Immunglobulinpréparaten, die funktionell aktive Antikorperfraktionen

enthalten und nach der Verabreichung einen therapeutisch effektiven, reaktivierungshemmenden

Titer im Blut erreichen konnen, wird vermutlich zur Verbesserung der Therapieoptionen und zur
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Verminderung der Letalitdt von der HCMV-Erkrankung nach der PBSCT fiihren. Um die oben

gestellten Fragen zu beantworten, sind jedoch weitere prospektive Studien erforderlich.

91



6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Infektion mit dem humanen Cytomegalovirus (HCMV) stellt wegen der hohen Durchseuchung, der
lebenslangen Persistenz sowie den lebensbedrohlichen Komplikationen unter Immunsuppression eine
klinisch wichtige Infektion dar. Die Immunantwort gegen HCMV ist hierarchisch und redundant
organisiert und wird durch ein Zusammenspiel des zelluldren und des humoralen Teils des Immunsystems
wirksam. Es wurde u. a. im Mausmodell gezeigt, dass Virus-neutralisierende und zytotoxische Antikorper
bei der CMV-Kontrolle eine wichtige Rolle spielen. Die Datenlage bei vergleichbaren Situationen beim
Menschen ist nicht konsistent, etwa bei verschiedenen klinischen Anwendungen von HCMV-
(Hyper)Immunglobulinpréparaten bei aktiven HCMV-Infektionen.

Um die Rolle von Antikdrpern besser zu verstehen und Hypothesen fiir eine weitere prospektive Studie zu
generieren, wurde in der vorliegenden Arbeit eine Kohorte von HCMYV-seropositiven hdmatologischen
Patienten nach PBSCT retrospektiv untersucht. Es wurden verschiedene HCMV-Antikdrpersubfraktionen
mit unterschiedlichen immunologischen Effektor-Funktionen und deren Wirkung auf die Kinetik einer
HCMV-Virdmie untersucht. Die Bestimmungen der jeweiligen Antikorpertiter wurden mittels CMV-
spezifischem IgG-ELISA, per Neutralisationstests (Nachweis der neutralisierenden Ak) und mit einem
neuartigen Fcy-Rezeptoraktivierungs-Testverfahren (Nachweis der CD16-aktivierenden resp. zytotoxischen
Ak), der in der Arbeitsgruppe neu etabliert worden ist, durchgefiihrt. Eine Virdmie wurde mittels PCR-
Nachweis der HCMV DNA-Genomkopien nachgewiesen, die Lymphozytensubpopulationen wurden per
Durchfluflzytometrie gemessen.

Alle untersuchten Patienten zeigten in der Posttransplantationsphase Phasen einer HCMV-Virdmie.
Interessanterweise korrelierte die Antikorperbildung in 50% der Patienten (insbesondere in der frithen
Posttransplantationsphase) mit der Riickbildung der HCMV-Virdmie. Bei einem der Patienten wurde
beobachtet, dass ein Zusammenspiel der rekonstituierten NK-Zellen und der CD16-aktivierenden
Antikorper zur Hemmung einer HCMV-Virdmie fiihrte. Es konnte jedoch keine direkte Korrelation
zwischen der globalen HCMV-reaktiven IgG-Menge (nachgewiesen durch ELISA) und der Menge der
CDl6-aktivierenden Antikorper nachgewiesen werden, da bei einigen Patienten trotz nachweisbarer
ELISA-Titer keine CD16-aktivierenden Antikdrper gefunden wurden.

In der spéten Posttransplantationsphase wurde fiir alle HCMV-Antikorper die Tendenz festgestellt, sich
allmahlich auf konstantem Niveau einzupendeln. Bei den Patienten der frithen Phase wurde dieser Trend
noch nicht beobachtet. Die Kinetik der CDI16-aktivierenden Antikorper und der neutralisierenden
Antikdrper erreichten bei den Patienten in der spiten Posttransplantationsphase allmdhlich das Niveau der
Kontrollgruppe. Interessanterweise wurde dies nicht fiir die globale HCMV-IgG-Antikorpermenge
(ELISA-reaktiv) beobachtet.

Schlussfolgerung: Es konnten distinkte Funktionsklassen von HCMV-reaktiven Antikdrpern nachgewiesen
werden. Hierbei wurde die Klasse der CD16-aktivierenden IgG-Klasse erstmalig fiir eine klinisch relevante
Patientenkohorte iiber einen ldngeren Zeitraum untersucht. Die partielle, inverse Korrelation des Anstiegs
der Antikorpermenge mit der Beendigung der HCMV-Virdmie ldsst vermuten, dass diese Klasse von

Antikorpern eine eminente Rolle in der Kontrolle von HCMYV bei PBSCT-Patienten spielt.
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